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4 Resumen. 
 
La acumulación de plásticos sintéticos no degradables basados en petróleo y la 
producción de residuos industriales lignocelulósicos tóxicos han ido en aumento 
durante las últimas décadas, provocando graves problemas de contaminación 
ambiental. La solución más rentable y amigable con el medio ambiente es la 
producción biológica de bioplásticos a partir de fuentes de carbono renovables, tal 
como el uso de residuos industriales derivados de la lignina. En este estudio se utilizó 
por primera vez benzoato, compuestos aromáticos modelo, como única fuente de 
carbono para la producción de Polihidroxialcanoatos (PHAs) en Pseudomonas putida 
H. Los PHAs han sido propuestos como uno de los biopolímeros más atractivos para 
reemplazar los plásticos convencionales, ya que presentan propiedades mecánicas y 
físicas similares a los disponibles en el mercado. A través de la ingeniería metabólica 
de las rutas de degradación de compuestos aromáticos orto, se logró aumentar la 
síntesis de PHAs de 0,13 (g/L) en la cepa parental P. putida H a 0,25 (g/L) en la cepa 
mutante catA2 en cultivos de tipo discontinuo. Esto representa un aumento del 84% 
en la productividad de PHAs. Además, no existió una alteración de los parámetros 
fisiológicos (tasa especifica de crecimiento, rendimiento en sustrato) en la cepa 
mutante en comparación con P. putida H. Bajo condiciones de producción de PHA 
(limitación de nitrógeno), otros productos secundarios se encontraron en los cultivos 
tales como catecol, cis-cis muconato, pero no 2-hidroxisemialdehido muconato. Por lo 
tanto, aún queda mucho espacio para mejorar, donde la ingeniería de enzimas en los 
pasos limitantes y la sobreexpresión del gen relacionado con la conversión de catecol 
podrían ser estrategias claves para aumentar la producción de PHAs en P. putida H. 
Además, esto debe estar acoplado a la optimización de procesos en biorreactores para 
alcanzar altas productividades volumétricas. 
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Abstract 
 
The accumulation of non-degradable synthetic plastics based on petroleum and the 
production of toxic industrial lignocellulosic  wastes has been increasing during the last 
decades, causing serious problems of environmental contamination. The most cost-
effective and environmentally friendly solution is the biological production of bioplastics 
from renewable carbon sources, such as the use of industrial waste derived from lignin. 
In this study, we first used benzoate, model aromatic compounds, as the only carbon 
source for the production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) in Pseudomonas putida H. 
PHAs have been proposed as one of the most attractive biopolymers to replace 
conventional plastics, cause they have mechanical and physical properties similar to 
those available in the market. Through the metabolic engineering of the degradation 
routes of ortho aromatic compounds, it was possible to increase PHA synthesis of 0.13 
(g/L) in the P. putida H parent strain at 0.25 (g/L) in the mutant strain  catA2 in cultures 
of discontinuous type. This represents an increase of 84% in the productivity of PHAs. 
In addition, there was no alteration of the physiological parameters (specific rate of 
growth, yield of substrate) in the mutant strain compared to P. putida H. Under 
conditions of PHA production (nitrogen limitating), other by-products were founded in 
cultures such as catechol, cis-cis muconate, but not 2-hydroxysemaldehyde muconate. 
Therefore, there is still much for improvement  where enzyme engineering in the limiting 
steps and overexpression of the gene related to catechol conversion could be key 
strategies to increase the production of PHAs in P. putida H. In addition, this must be 
coupled to the optimization of processes in bioreactors to achieve high volumetric 
productivities. 
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5 Introducción. 
 
5.1 Pseudomonas putida como una maquinaria de biocatalización y producción 
de compuestos. 
 
5.1.1 Pseudomonas putida como un versátil biocatalizador. 
 
Pseudomonas putida es un bacilo Gram negativo, motil, no patógeno el cual 
coloniza diversos nichos ambientales, principalmente hábitats aerobios de suelo y agua 
(Martins Dos Santos et al., 2004). Este microrganismo es bien conocido por su 
plasticidad genética y su gran versatilidad metabólica, lo que le permite utilizar diversos 
compuestos como fuente de carbono, dentro de los cuales se encuentran: azúcares, 
ácidos grasos e incluso compuestos aromáticos (Mandalakis et al., 2013; Nikel et al., 
2014).  
 
Esta especie presenta un rápido crecimiento, con altos rendimientos y con bajas 
demandas de nutrientes para su mantenimiento celular. Otra característica destacable 
es la alta resistencia a una gran variedad de condiciones ambientales adversas, tales 
como alta temperatura, pH extremo, presencia de toxinas, disolventes y metales 
pesados, lo que provee a la bacteria con un verdadero potencial para aplicaciones 
medioambientales e industriales (Poblete-Castro et al., 2012; Kamika y Momba, 2013; 
Loeschcke y Thies, 2015).  
 
Por estas razones este microrganismo ha sido considerado un versátil 
biocatalizador, el cual puede resistir altas concentraciones de sustratos orgánicos y 
metabolizar diferentes compuestos naturales, tales como vanilina, α-pineno, tolueno, 
mandelato, alcanfor, y adamantanona; y compuestos industriales como bromoxinil, 
estireno, metil tert-butil éter (MTBE), tricloroetileno, y nitroglicerina; obteniendo altas 
concentraciones de producto, como se muestra en la Figura 1 (Wackett, 2003). 
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Figura 1. Red metabólica de la transformación de productos químicos y naturales por P. putida. 
En amarillo se encuentran los metabolitos intermediarios comunes en la ruta. Figura de Wackett., 2003. 
5.1.2 Pseudomonas putida como una maquinaria de producción. 
Pseudomonas putida también ha sido considerada como una maquinaria de 
producción de compuestos, debido a que es capaz de sintetizar diversos compuestos 
biológicos, entre ellos los polihidroxialcanoatos de cadena media (mcl-PHA) y químicos 
de uso farmacéutico e industrial como D-ácido glucosamínico, 3-Nitrocatecol, diol de 
benzoato (reordenamiento de reacciones) y cis,cis-muconato (ácido adípidico a nylon-
6,6) entre otros, los cuales contienen grupos funcionales que son de gran interés para 
la industria química (Myers y Knoll., 2001; Prakash et al., 2010; Van Duuren et al., 
2011; Wu et al., 2011). 
 
Todas estas características apuntan al significativo potencial que tiene P. putida 
como maquinaría de producción de compuestos de interés, tanto para la industria, 
como para aplicaciones biotecnológicas, en particular la producción de biopolímeros, la 
biorremediación de zonas contaminadas, la mejora de la calidad de los combustibles 
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fósiles, la producción biocatalítica de sustancias químicas finas, y además la promoción 
del crecimiento de plantas y el control de plagas en las mismas (Silby et al., 2011). 
 
5.2 Pseudomonas putida  cepa H  
 
Entre las especies del género Pseudomonas que, poseen la capacidad de 
metabolizar compuestos aromáticos, se encuentra P. putida H, la cual fue aislada de un 
cultivo enriquecido con fenol como única fuente de carbono y energía (Janke et al., 
1981). Esta cepa fue recientemente secuenciada por nuestro grupo de investigación, 
en el Centro de Bioinformática y Biología Integrativa (CBIB) de la Universidad Andrés 
Bello (Vizoso et al., 2015). Esta publicación reportó que el genoma de P. putida H 
presenta un tamaño total de 6.06 Mpb con un 61.6% de contenido en GC. Además, 
esta cepa posee dos plásmidos, los cuales están parcialmente secuenciados, con una 
masa molecular de aproximadamente 220 kb (pPGH1) y 60 kb (pPGH2) 
respectivamente (Herrmann et al., 1987). El plásmido pPGH1 posee genes que le 
permiten metabolizar compuestos como fenol, cresol y metil-catecol (Herrmann et al., 
1995). El segundo plásmido, nombrado pPGH2, no ha sido caracterizado, solamente 
una publicación reportó que presenta resistencia a mercurio (Kunze et al., 1988). 
 
La cepa H nunca ha sido utilizada para fines industriales, no obstante, otras cepas 
como KT2440, son referentes de esta área. Esta cepa ha sido certificada como 
biosegura para la introducción de genes foráneos (Federal Register, 1982). Desde la 
publicación de su genoma (~ 6,2 Mpb) (Nelson et al., 2003) se ha facilitado el 
desarrollo de cepas bacterianas con fenotipos especializados que optimicen la 
generación de bioproductos, a través de modelamiento matemático de sus vías 
metabólicas (Crown y Antoniewicz, 2013). Además, la cepa KT2440, presenta una gran 
capacidad de resistir ciertas tensiones ambientales causadas por baja temperatura, 
solutos caotrópicos y ácidos orgánicos y minerales (Reva et al., 2006). Por todas estas 
razones y por las vías exógenas codificadas en los plásmidos pPGH1 y pPGH2, se 
cree que P. putida H podría ser una gran candidata para ser utilizada con fines 
industriales, en especial en la degradación de compuestos aromáticos enriquecidos en 
fenoles, cresoles, benzoatos, tolueno y xilenos. 
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5.3 Metabolismo de compuestos aromáticos en Pseudomonas putida. 
 
5.3.1 Vías catabólicas de compuestos aromáticos en P. putida. 
La biodegradación de compuestos aromáticos ha sido estudiada ampliamente 
durante más de 60 años (Evans, 1947; Sleeper, 1953; Hamdy et al., 1955; Feist y 
Hegeman, 1969; Kunz y Chapman, 1981; Parales y Haddock, 2004; Cao et al., 2008), 
sin embargo, aún queda mucho por aprender acerca de las adaptaciones bacterianas 
que aumentan la capacidad catabólica o expandan el rango de sustrato de crecimiento. 
Dentro de este contexto, para poder entender el mecanismo de degradación de los 
compuestos aromáticos, hay que considerar la elevada diversidad metabólica de las 
especies en la degradación de éstos.  
 
La especie P. putida ha sido una referente candidata, puesto que análisis 
genómicos enfocados a la versatilidad bacteriana, han caracterizado por lo menos 
cinco vías completas de biodegradación de compuestos aromáticos que están 
codificadas en el cromosoma y pueden proceder a través de intermediarios como 
protocatecuato, catecol, homogentisato, fenilacetato, ácido nicotínico o ácido gálico 
(Jiménez et al., 2002). También se han reportado diversos plásmidos que codifican 
enzimas para la degradación de compuestos aromáticos, a través de la escisión meta 
del anillo de benceno (Kunz y Chapman, 1981). Entre estos se encuentra el plásmido 
pPGH1 de la cepa H, el cual presenta toda la maquinaría genética para la degradación 
de fenol, cresol y metil-catecol (Herrmann et al., 1995); al igual que el plásmido pVI150 
en la cepa CF600 (Nordlund et al., 1990). Entre otros plásmidos que utilizan la vía 
meta, se encuentra el pWW0, más conocido como plásmido TOL, el cual presenta la 
capacidad de degradar diversos compuestos entre ellos el tolueno, p-xileno, 3-
etiltolueno, 1,2,4-trimetilbenceno, aldehídos, y derivados de ácido carboxílico (Worsey y 
Williams, 1975). 
 
La gran versatilidad metabólica y plasticidad genética que posee la especie P. 
putida, le ha permitido utilizar compuestos benzoicos y fenólicos como únicas fuentes 
de carbono y energía. Estos compuestos se han utilizado como modelo para estudiar 
las distintas vías implicadas en la degradación hidrocarburos aromáticos (Feist y 
Hegeman, 1969).  
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5.3.2 Catabolismo de benzoato en P. putida. 
El catabolismo del benzoato en P. putida está dado por la vía superior, en donde 
la vía metabólica está comandada por el operón benABCDE (Figura 2A). Primero, 
actúa la enzima benzoato 1,2-dioxigenasa (codificada en benABC) involucrada en la 
hidroxilación del anillo y la incorporación de dos oxígenos en la molécula. La reacción 
subsiguiente es realizada por la enzima benzoato deshidrogenasa 1,2-cis-hidrodiol 
(codificada en benD), que convierte el diol de benzoato (DHB) a catecol (Jiménez et al., 
2002); (Figura 3A).  
 
 
Figura 2. Organización genética de los operones que actúan en el metabolismo de benzoato y 
fenol en P. putida H. A) Se muestran los genes ben, involucrados en la degradación del benzoato a 
través de la vía superior, y además el gen catA2  B) Se observan los genes cat, involucrados en la 
degradación del catecol a través de la vía orto. C) Se exhiben los genes phl, involucrados en la 
degradación de fenol y catecol a través de la vía meta. Figura modificada de Jiménez et al., 2014 y 
Herrmann et al., 1995.  
 
El catecol es catabolizado por la vía orto, en la cual, en primera instancia, actúa 
la enzima catecol 1,2-dioxigenasa (codificada en el gen catA, PP 3713; Figura 2B); 
(Nakai et al., 1995), la cual es clave en la escisión intra-diol del anillo aromático y de la 
conversión de catecol a cis,cis-muconato (Kim et al., 1998) (Figura 3B). La presencia 
de una segunda enzima, catecol 1,2-dioxigenasa (codificada por el gen catA2, PP 
3166; Figura 2A) (Jiménez et al., 2002) en la degradación del catecol en P. putida 
KT2440, presenta como función biológica ser una válvula de seguridad metabólica que 
reduce los niveles tóxicos intracelulares de catecol (Jiménez et al., 2014).  
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Se ha reportado que estos dos genes podían tener un solapamiento funcional a 
nivel de catecol 1, 2- dioxigenasa, puesto que comparten en 90% la identidad de 
secuencias genómicas y un 76% de identidad en la secuencia de aminoácidos. Sin 
embargo, se estimó que la enzima CatA presenta una cuota de consumo y 
procesamiento de catecol de 95% y que sólo el 5% procede a través la enzima CatA2. 
Por lo tanto, esto quiere decir que las proteínas presentan las mismas actividades 
enzimáticas, pero con diferentes propiedades cinéticas. Si bien la enzima CatA tiene la 
mayor capacidad para la degradación de catecol, CatA2 no tan sólo tiene como función 
degradar el catecol, sino que también la regulación del sistema (Jiménez et al., 2014). 
De esta forma, se determinó que ambas enzimas parecen cooperar con el fin de 
mantener bajos los niveles de catecol, permitiendo de ese modo que las células 
puedan resistir concentraciones más altas de sustrato para el crecimiento (Jiménez et 
al., 2002). 
 
Cuando el catecol es degradado por la vía orto-catecol las enzimas 1,2-
dioxigenasas (codificadas en catA y catA2) hidrolizan el anillo entre los dos hidroxilos 
formando cis,cis-muconato, el cual ,junto con el regulador CatR, actúan como inductor 
del operón catBCA (Chugani et al., 1997). Los productos de este operón metabolizan el 
cis,cis-muconato en tres pasos, generando 3-oxoadipato (o β-cetoadipato), el cual es 
convertido por las enzimas PCA a succinil-CoA y acetil-CoA que a su vez son 
intermediarios del ciclo de Krebs (Ornston, 1966); (Figura 3B). 
5.3.3 Catabolismo de fenol en P. putida. 
El catabolismo del fenol en P. putida H está dado por la capacidad catalítica del 
plásmido pPGH1, el cual posee los genes phl codificados dentro de un gran operón 
(Herrmann et al., 1995), como se muestra en la Figura 2C. Este operón es comandado 
por un promotor RpoN-dependiente, que la vez, es regulado positivamente por la 
proteína PhlR, codificada río arriba del operón catabólico (Burchhardt et al., 1997). El 
fenol actúa como inductor del sistema que expresa una multicomponente de enzimas 
fenol hidroxilasas (PhlA-F), que convierten el fenol a catecol (Burchhardt et al., 1997). 
El catecol es catabolizado por la vía meta, en la cual actúa la enzima catecol 2,3-
dioxigenasa (codificada en el gen phlH; Figura 2C); (Herrmann et al., 1995). Esta 
enzima, C23O, es clave en la escisión extra-diol del anillo aromático y de la conversión 
de catecol a HMS. El HMS es convertido por la enzima 2-hidroximucónico semialdehído 
18 
 
hidrolasa, para luego continuar con las subsiguientes reacciones que culminan con la 
producción de acetil-CoA y piruvato (Feist y Hegeman, 1969), como se observa en la 
Figura 3C. 
  
Figura 3. Conexiones metabólicas del metabolismo de benzoato y fenol en P. putida H. A) Muestra 
las reacciones de la vía superior, convirtiendo el benzoato a catecol. B) Muestra las reacciones de la vía 
orto en la degradación del catecol, convirtiéndolo a los intermediarios finales succinil-CoA y acetil-CoA. 
C) Muestra las reacciones de la vía meta en la degradación del fenol a catecol (codificada en el plásmido 
pPGH1), luego el catecol se convierte a los intermediarios finales piruvato y acetil-CoA. Figura 
modificada de Loh y Chua, 2002. 
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5.3.4 Plásmido pPGH1 y la vía de degradación meta. 
Estudios del plásmido pPGH1 han demostrado que la transcripción de los genes 
phl se reduce en presencia de ácidos orgánicos y azúcares, siendo a la vez, inducido 
por compuestos aromáticos, especialmente por fenol, 3-metilcatecol y 4-metilcatecol 
(Müller et al., 1996). Otros estudios, demuestran que posee varias secuencias de 
inserción (IS), entre ellas, la más conocida es IS1383, que se encuentra río abajo del 
operón catabólico de los genes phl (Lauf et al., 1999). Además, posee varios elementos 
transponibles entre ellos, como Tn5501 y Tn5502, ambos miembros de la familia Tn3 
(transposones clase II); (Lauf et al., 1998).  
 
Estos estudios concuerdan que las secuencias de inserción y los elementos 
transponibles, han generado deleciones, inversiones, duplicaciones y fusiones de 
fragmentos de ADN en el plásmido pPGH1. Por lo que se presume, que partes de este 
plásmido provienen del plásmido pVI150, de Pseudomonas sp. Cepa CF600 (Herrmann 
et al., 1995) y del plásmido TOL, de P. putida mt-2 (Worsey & Williams, 1975). Estudios 
de estos plásmidos (pVI150 y pWW0), han reportado la gran homología que presentan 
con el plásmido pPGH1 a nivel de degradación meta, siendo esta vía conservada entre 
ellos. Dentro de sus especialidades, se encuentra la degradación de fenol, cresol o 
metil-catecol, tolueno, m-xileno, benzoato o 3-metilbenzoato respectivamente 
(Herrmann et al., 1995). Además, el bien estudiado plásmido TOL, está contemplado 
como uno de los más eficientes en términos metabólicos como en funciones 
reguladoras (Silva-Rocha y Víctor de Lorenzo, 2012). 
5.3.5 Regulación de la vía orto y meta en P. putida. 
Dentro de la célula, la degradación de benzoato y fenol, involucran la vía orto y 
la vía meta como se describió anteriormente. La regulación de ambas vías dentro de un 
microrganismo es altamente compleja, presentando redes de modulación que 
involucran varios factores regulatorios globales, lo que se encuentran sometidos a 
condiciones ambientales (Silva-Rocha y de Lorenzo, 2012; Silva-Rocha y de Lorenzo, 
2014). Estas condiciones están dadas por la concentración de sustrato en el medio, por 
ejemplo, el benzoato en concentraciones menores a 10 mM es degradado a través de 
la vía orto, en cambio, si esta concentración es superada, la degradación puede ocurrir 
a la vez, por la vía meta (Silva-Rocha y de Lorenzo., 2014). Por otra parte, el fenol 
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como inductor del plásmido pPGH1, puede incrementar la expresión de éste, con el 
aumento de la concentración de inductor, activando específicamente la vía meta en el 
sistema (Müller et al., 1996).  
5.3.6 Catecol, un embudo biológico del metabolismo aromático en P. putida. 
Los mecanismos de regulación y degradación de compuestos aromáticos son 
altamente conservados en las especies de P. putida, por lo que el catabolismo de 
numerosos contaminantes aromáticos como el benceno y el fenol, convergen a un 
intermediario en común, el catecol (Vaillancourt et al., 2006). El intermediario catecol es 
escindido por catecol dioxigenasas, que a través de la actividad intra-diol o extra-diol, 
degradan el anillo en la posición 1,2 (orto) o 2,3 (meta) de la molécula de catecol, 
respectivamente (George y Hay, 2012). Estas enzimas no logran convertir la totalidad 
del catecol, por lo que éste se acumula en altas concentraciones, traduciéndose en un 
embudo biológico para el metabolismo de la célula (Loh y Chua, 2002). Varios estudios 
se han centrado en los efectos mortíferos que presenta la acumulación de catecol 
durante el metabolismo de hidrocarburos aromáticos (Schweigert et al., 2001); en 
donde el catecol puede iniciar su toxicidad a través de diversos mecanismos 
moleculares, que van desde la producción de especies reactivas de oxígeno hasta el 
daño directo a las proteínas (Schweigert et al., 2001). Dada esta toxicidad, las múltiples 
estrategias que han desarrollado las células bacterianas van desde la expresión de 
ferrodoxinas que reactivan las C23O, reclutamiento e inactivación del catecol y la 
duplicación de genes cromosómicos que aumenten el consumo de catecol (George y 
Hay., 2012).  
 
En este punto de conversión del catecol, un sinfín de estudios han tratado de 
dilucidar hacia dónde se dirige el carbono con la presencia de dos vías catabólicas, 
para el mismo intermediario (Loh y Chua, 2002; Silva-Rocha y de Lorenzo, 2014; Tsipa 
et al., 2016). En estos estudios se concluye que, la degradación del intermediario 
catecol puede activar tanto la vía orto como la vía meta a nivel celular en P. putida, 
provocando oscilaciones en las vías metabólicas. Estas oscilaciones corresponden a la 
existencia de una competencia por el metabolismo a nivel de promotores, que son 
dependientes del tipo y la concentración de inductor utilizado (Tsipa et al., 2016). 
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5.4 Síntesis microbiana de polihidroxialcanoatos (PHAs). 
 
5.4.1 Síntesis de PHA. 
Los microorganismos se enfrentan constantemente a cambios en su entorno 
natural, debido a la fluctuación en concentraciones de nutrientes, lo que provoca ciertos 
cambios en el metabolismo, como almacenamiento de carbono y energía, entre otras 
respuestas. En estas condiciones, se ha demostrado que en diversos organismos 
exhiben un considerable incremento de la acumulación de distintos compuestos, tales 
como glucógeno, poliésteres, polifosfatos, entre otros (Wilson et al., 2010), que luego 
serán utilizados para satisfacer las demandas catabólicas en situaciones de estrés. 
Dentro de los poliésteres naturales, se encuentran los PHAs, que han sido descritos en 
una amplia variedad de especies (Brandl et al., 1990). Los PHAs son producidos por 
una alta concentración de carbono que viene acompañada con la limitación de un 
nutriente inorgánico, tal como nitrógeno, azufre, fósforo u oxígeno (Poblete-Castro et 
al., 2014). Luego de ser producidos, éstos son almacenados en gránulos intracelulares 
de naturaleza hidrofóbica, no tóxicos para la célula, como se muestran en la Figura 4. 
 
 
 
Figura 4. Microscopía de transmisión electrónica de P. putida KT2440 en condiciones de 
producción de PHA. Se observa la acumulación de mcl-PHA a partir de glicerol crudo como fuente de 
carbono. Figura de Poblete-Castro et al., 2014. 
 
22 
 
5.4.2 Características, propiedades y uno de los principales productores de PHAs. 
Los PHAs son polímeros biodegradables, biocompatibles, no tóxicos que 
presentan similares propiedades físico-químicas con respecto a los tradicionales 
plásticos basados en petróleo, por lo que han demostrado ser potenciales sustitutos de 
los termoplásticos industriales, tales como polipropileno, polietileno, cloruro de polivinilo 
y tereftalato de polietileno (Brandl et al., 1990). En comparación con otro polímero 
biodegradable como el ácido poliláctico (PLA), los PHA presentan una mayor 
diversidad en los monómeros, con más de 150 variaciones estructurales (Steinbüchel y 
Lütke-Eversloh, 2003). Tales variaciones dependerán de las longitudes monoméricas 
presentes en las cadenas de PHA, dividiéndose en longitud de cadena corta (scl) que 
consta de 3-5 átomos de carbono y longitud de cadena media (mcl) de 6-14 átomos de 
carbono (Meng y Chen, 2017).  
 
Los principales productores naturales de mcl-PHA surgen del género 
Pseudomonas, más aún, el principal organismo de estudio y de producción de este 
biopolímero, ha sido el biocatalizador P. putida (Loeschcke y Thies, 2015). Esta 
especie presenta la capacidad de metabolizar una amplia variedad de sustratos y en 
condiciones de desequilibrio de nutrientes, producir altas concentraciones de mcl-PHA. 
De esta manera, dependiendo de la estrategia de fermentación y la fuente de carbono 
suministrada, el microorganismo sintetiza PHA con propiedades físico-químicas únicas, 
como las nombradas anteriormente.  
 
5.4.3 Tipo de sustrato y metabolismo del PHA en P. putida. 
Las propiedades de los PHAs son dadas por la degradación de los distintos tipos 
de sustrato y sus respectivos precursores, en donde fuentes de carbono como 
azúcares o compuestos aromáticos, generan precursores indirectos de PHA que 
enlazan el catabolismo a la vía de los ácidos grasos, principalmente por el precursor 
acetil-CoA y luego, al propio metabolismo de PHA (i); otras fuentes de carbono, como 
ácidos grasos generan, precursores a través de las vías centrales como la ß-oxidación 
y la síntesis de novo, que posteriormente proporcionan precursores directos al 
metabolismo de PHA (ii) y finalmente el metabolismo específico de PHA (iii) (A. Prieto 
et al., 2016). El ciclo de PHA está organizado en dos operones principales, 
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phaC1ZC2D y phaIF; éstos son controlados por el activador transcripcional PhaD en 
respuesta a precursores directos del PHA (Figura 5). 
 
 
 
Figura 5. Conexiones metabólicas y red de regulación del metabolismo de PHA en P. putida 
KT2440. Figura modificada de Prieto et al., 2016. 
5.4.4 Producciones de PHA en P. putida a partir de fuentes renovables. 
Los estudios de este microrganismo se han centrado principalmente en la 
utilización de fuentes de carbono renovables, como ácidos grasos y azúcares para la 
fabricación del biopolímero (Lee et al., 2000). Dentro de estos estudios, se ha reportado 
que la cepa parental KT2440, a partir de ácido decanoico, ha alcanzado 74% de 
contenido de biopolímero con una concentración de 55 (g/L) de mcl-PHA (Gao et al., 
2016). Otros estudios apuntan a utilizar fuentes de carbono baratas, como la glucosa: 
en donde cepas de KT2440 genéticamente modificadas, metabolizan el sustrato y lo 
convierten a biopolímero, alcanzando un 38% de acumulación de mcl-PHA (Poblete-
Castro et al., 2013). Sin embargo, a pesar de lo prometedor que resulta ser la 
utilización de ácidos grasos, o el bajo costo de utilizar glucosa, estas fuentes han 
generado una competencia entre el terreno cultivable para la producción alimentaria y 
la biosíntesis de PHAs.  
 
Recientes estudios muy limitados, se han aprovechado de la versatilidad 
metabólica de P. putida para sintetizar PHAs utilizando residuos industriales como 
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glicerol crudo, derivado del biodiesel, alcanzando 47% de contenido de biopolímero con 
concentraciones de 1.94 (g/L) de mcl-PHA (Poblete-Castro et al., 2014); o como licor 
alcalino pretratado (APL), derivado de la industria del papel, en donde la cepa parental 
KT2440 puede metabolizarlo y alcanzar 32% de contenido de biopolímero con 
concentraciones de 0,25 (g/L) de mcl-PHA (Linger et al., 2014).  
 
Todas estas características son prometedoras y podrían despertar el interés de la 
industria biotecnológica para la producción de mcl-PHA, utilizando maquinarias 
biológicas de microrganismos a partir de fuentes de carbono renovables como residuos 
industriales y así, la reducción de costos de producción, la solución al problema de 
terreno cultivable y a la vez, al problema de contaminación por la creciente 
acumulación de residuos industriales y plásticos derivados del petróleo.  
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5.5 La lignina y los PHAs. 
 
5.5.1 La lignina. 
En la naturaleza podemos encontrar la lignina como un polímero ramificado 
aromático, que está presente en las paredes celulares de las plantas, representando 
entre un 15 a 30% del peso seco de la biomasa terrestre. Este polímero contiene una 
alta densidad energética, la cual no ha sido valorizada debido a su compleja y 
recalcitrante estructura, generándose un dilema por la elevada acumulación de 
residuos debido a la comercialización de biocombustibles lignocelulósicos, utilizándolos 
de forma rutinaria para el proceso de generación de calor a través de la combustión 
(Ragauskas et al., 2014). Estudios recientes sugieren que la incorporación de lignina en 
procesos para mejorar las estrategias es fundamental para la viabilidad económica de 
combustibles y productos químicos de base biológica (Ragauskas et al., 2014). La 
incorporación de lignina se comenzó a estudiar en una amplia gama de procesos 
catalíticos, térmicos y biológicos (Kirk y Farrell, 1987; Zakzeski et al., 2010), en los 
cuales el producto obtenido de la despolimerización es invariablemente heterogéneo, lo 
que resulta un potencial desafío para la investigación en su uso (Figura 6). 
 
 
Figura 6. Degradación catalítica y térmica generalizada de la lignina a compuestos aromáticos de 
bajo peso molecular. Figura modificada de Ragauskas et al., 2014. 
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5.5.2 Industria del papel y la lignina. 
Dentro de procesos que generan estas mezclas, se encuentra la industria del 
papel. La cual para separar la celulosa y hemicelulosa de la lignina, requiere técnicas 
de despolimerización que incluyen degradaciones termoquímicas y enzimáticas (Rinaldi 
et al., 2016; Xu et al., 2014). Estas estrategias dan lugar a lignina residual compuesta 
de monómeros y oligómeros aromáticos, que se basan principalmente en derivados de 
fenoles, benzoatos, toluenos y xilenos (Rinaldi et al., 2016). Se prevé que el aumento 
de la comercialización de biocombustibles lignocelulósicos incrementará, junto con la 
producción de compuestos residuales ricos en lignina, generando un problema de 
creciente urgencia para el ecosistema (Ragauskas et al., 2014; Tuck et al., 2012). La 
forma más eficaz y  económica de eliminar estos contaminantes aromáticos es a través 
del catabolismo microbiano (Parales et al., 2002; Parales y Haddock., 2004).  
5.5.3 P. putida e intermediarios aromáticos derivados de lignina. 
El catabolismo microbiano ha sido estudiado en estas mezclas, reportando que 
muchas bacterias pueden utilizar estos compuestos heterogéneos como fuentes de 
carbono y energía (Bugg et al., 2011a; Bugg et al., 2011b; Martínez et al., 2005). 
Dentro de este contexto, el género Pseudomonas ha demostrado presentar una alta 
tolerancia y habilidad, para modificar compuestos alifáticos, aromáticos y heterocíclicos 
(Schmid et al., 2001). Estudios han revelado que cepas de P. putida son especialistas 
en degradar benzoato (Feist y Hegeman, 1969), naftaleno (Dunn y Gunsalus, 1973), 
estireno (Weber et al., 1993), 4-metilcatecol (Kunz, 1981), tolueno (3-metilbenzoato) 
(Worsey y Williams, 1975) y  fenol (Herrmann et al., 1987; Nordlund et al., 1990), por lo 
que la hace una excelente candidata para la eliminación de estas mezclas 
heterogéneas. 
5.5.4 Ingeniería metabólica y P. putida. 
Por otra parte, los avances científicos de hoy en día, permiten redireccionar los 
flujos de carbono por medio de la eliminación o incorporación de vías metabólicas, a 
través de diversas modificaciones genéticas como la sobreexpresión, introducción o 
remoción de genes en el genoma o en plásmidos. De esta manera y con la compresión 
estequiométrica del metabolismo celular, se puede demostrar el verdadero potencial de 
las distintas vías metabólicas, con el fin de aumentar o disminuir rendimientos de 
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bioproductos (Steinbüchel y Lütke-Eversloh, 2003). Una de las especies más estudias 
en cuanto a flujos metabólicos, ha sido P. putida. La cual es susceptible a cambios 
metabólicos, a través de óptimas técnicas de manipulación genética, que con la ayuda 
del sistema de reparación del ADN y mediante recombinación homóloga, se pueden 
delecionar genes a elección (Martínez-García y de Lorenzo, 2011). De esta forma, se 
han diseñado cepas modificadas genéticamente con la particularidad de incrementar al 
máximo el potencial de las vías metabólicas para la producción de bioproductos, entre 
ellos la producción de mcl-PHA (Steinbüchel y Lütke-Eversloh, 2003).  
 
La realización de este trabajo, desentrañará los términos degradación de 
compuestos aromáticos derivados de lignina y síntesis microbiana de PHAs, a través 
de la generación de cepas genéticamente modificadas de P. putida H. Tales 
modificaciones genéticas fueron racionadas estequiometricamente con el fin de 
potenciar la producción de PHAs, por lo que se hace imprescindible destacar que las 
posibles deducciones derivadas de este estudio podrían resultar en un crucial avance 
en costos de producción, reducción de residuos industriales y en procesos de reciclaje 
del carbono a través de sistemas biológicos, más aún, en la disminución del uso de los 
plásticos convencionales basados en petróleo. 
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5.6 Hipótesis 
 
Ingeniería metabólica en la vía orto de Pseudomonas putida H aumenta la producción 
de PHAs a partir de benzoato de sodio y fenol como únicas fuentes de carbono y 
energía, en cultivos discontinuos. 
 
 
5.7 Objetivos 
 
 
5.7.1 Objetivo general 
Desarrollar mediante ingeniería metabólica en la vía orto de P. putida H, un incremento 
en la producción de PHAs a partir de compuestos aromáticos como únicas fuentes de 
carbono y energía, en cultivos discontinuos. 
 
5.7.2 Objetivos específicos  
 
1. Desarrollar cepas mutantes knockout de los genes catA, catA2 y doble mutante 
knockout de catA catA2 en P. putida H. 
 
2. Determinar los parámetros fisiológicos y fenotípicos en condiciones estándares 
de crecimiento, en cultivos discontinuos con benzoato de sodio como única 
fuente de carbono y energía, de la cepa parental y las cepas mutantes knockout.  
 
3. Determinar los parámetros fisiológicos, fenotípicos y la propicia concentración de 
benzoato de sodio en condiciones de producción de PHA, en cultivos 
discontinuos, para maximizar la producción de biopolímero en la cepa parental y 
en las cepas mutantes knockout.  
 
4. Producción de PHAs en biorreactor con la cepa parental y las cepas mutantes 
knockout. 
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6 Materiales y métodos. 
 
6.1 Material biológico. 
 
6.1.1 Cepas bacterianas. 
En este estudio se utilizó la cepa P. putida H y las cepas genéticamente 
modificadas P. putida H ΔcatA, ΔcatA2 y ΔcatA1-2 (Tabla 1). La cepa H parental, fue 
obtenida del laboratorio (CBIB, Biosystem Engineering Laboratory). La cepa E. coli 
DH5α (Thermo-Fisher, USA) y DH5αλpir (CSIC, Molecular Environmental Microbiology 
Laboratory, España) se utilizaron para el aumento de copias de los derivados pJET1.2 
(Thermo-Fisher, USA) y para la replicación de los plásmidos pEMG (pEMG-catA y 
pEMG-catA2). La cepa E. coli HB101 / pRK600 (CSIC, Molecular Environmental 
Microbiology Laboratory, España) se utilizó como cepa ayudante para la conjugación 
de plásmidos (Tabla 1). 
 
Tabla 1. Cepas bacterianas, plásmidos y cebadores utilizados en este estudio. 
   
Cepas                            
 
Características relevantes / fenotipos                                        Fuente 
E. coli    
DH5α F
- 
Φ80lacZ ΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA endA1 hsdR17(rk
-
, mk
+
) phoA 
supE44 thi1 gyrA96 relA1 λ
- 
 
        Invitrogen 
DH5αλpir 
 
 
 
HB101 
F
-
 endA1 hsdR17 supE44 thi-1 recA1 gryA relA1 delta(lacZYA-argF) U169 
(phi80 lacZdeltaM15) zdg-232::Tn10 uidA:: pir+ λ
+ 
 
F
-
 mcrB mrr hsdS20(rB
-
 mB
-
) recA13 leuB6 ara-14        proA2 lacY1 galK2 
xyl-5 mtl-1 rpsL20(Sm
R
) glnV44 λ
- 
 
        CSIC 
 
 
 
        CSIC 
 
DH5α-catA Lleva sewing PCR del gen catA clonado en pJET1.2         Este estudio 
DH5α-catA2 
DH5αλpir-catA 
DH5αλpir-catA2 
HB101/pRK600 
 
P. putida  
H::pEMG/catA 
H::pEMG/catA2 
HΔcatA 
HΔcatA2 
HΔcatA1-2 
continúa 
Lleva sewing PCR del gen catA2 clonado en pJET1.2 
Lleva sewing PCR del gen catA clonado en pEMG 
Lleva sewing PCR del gen catA2 clonado en pEMG 
Cepa ayudante para la conjugación Cm
R 
 
 
Lleva integrado sewing PCR del gen catA 
Lleva integrado sewing PCR del gen catA2 
Lleva mutado el gen catA 
Lleva mutado el gen catA2 
Lleva mutado el gen catA y catA2 
 
        Este estudio 
        Este estudio 
        Este estudio 
        CSIC 
 
 
        Este estudio 
        Este estudio  
        Este estudio 
        Este estudio 
        Este estudio 
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Plásmidos 
pJET1.2 
pEMG 
pJET1.2-catA 
pJET1.2-catA2 
pEMG-catA 
pEMG-catA2 
 
Cebadores 
UPFWcatA 
UPRVcatA 
DWFWcatA 
DWRVcatA 
 
UPFWcatA2 
UPRVcatA2 
DWFWcatA2 
DWRVcatA2 
 
catAUpKO 
catADwKO 
catA2UpKO 
catA2DwKO 
 
pEMG-FW 
pEMG-RV 
pSWI-FW 
pSWI-RV 
 
Vector portador, expresa toxina tras autoligado Ap
R 
Vector suicida,  MCS lacZα traJ oriT oriR6K Km
R 
Vector que lleva sewing PCR del gen catA Ap
R 
Vector que lleva sewing PCR del gen catA2 Ap
R 
Vector suicida, lleva sewing PCR del gen catA Km
R 
Vector suicida, lleva sewing PCR del gen catA2 Km
R 
 
 
GAATTCGCACCATGCTCGAAGGTT 
CACAGTGACATAACCTCGAACCGTGCTTACCTCGTATTGTTC 
GTTCGAGGTTATGTCACTGTG 
GGATCCTCACCAGGAAGTTGAGCAAG 
 
GAATTCGTCTACGCCCTGAGCTCCT 
AAACAGCCCACTCGGTGGAGGGGGTTACCTCGTCTTGTT 
TCCACCGAGTGGGCTGTTT 
GGATCCTGCATACCGGCAGCGATA 
 
CCGTGAAAATTTCCCACACT 
GGGTCGAATCGAAGTACGAA 
CATACTGCCGAGGTACAGCA 
GTCCCCCGACAGGTTTATCT 
 
CCATTCAGGCTGCGCAACTGTTG 
CTTTACACTTTATGCTTCCGGC 
GGACGCTTCGCTGAAAACTA 
AACGTCGTGACTGGGAAAAC 
 
        ThermoFisher 
        CSIC 
        Este estudio 
        Este estudio 
        Este estudio 
        Este estudio 
 
       
        Este estudio 
        Este estudio 
        Este estudio 
         Este estudio 
 
        Este estudio 
        Este estudio 
        Este estudio 
         Este estudio 
 
         Este estudio 
         Este estudio 
         Este estudio 
         Este estudio 
 
         Este estudio      
         Este estudio 
         Este estudio 
         Este estudio 
 
Ap
R
: Resistencia a ampicilina  Km
R
: Resistencia a kanamicina  Cm
R
: Resistencia a cloranfenicol. Sitios de restricción 
EcoRI y BamHI se representan en cursiva y en negrita. Sitios de homología se representan en negrita. 
 
6.2 Diseño experimental. 
 
Objetivo 1. Desarrollar cepas mutantes knockout de los genes catA, catA2 y 
doble mutante knockout de catA catA2 en P. putida H. 
6.2.1 Generación de los constructos de los genes catA y catA2. 
La técnica empleada para la deleción genética fue descrita por Martínez-García y 
de Lorenzo (2011), la cual involucra recombinaciones genéticas, para culminar con  la 
deleción de genes de interés mediante el sistema I-SceI. En la construcción de las 
cepas knockout, se amplificaron fragmentos de aproximadamente 600 pb, de las 
regiones río arriba y río debajo de los genes catA (PP 3713) y catA2 (PP 3166), usando 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, UK) y un termociclador 
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(Bio-Rad, USA). Los cebadores utilizados fueron UPFWcatA, UPRVcatA, DWFWcatA, 
DWRVcatA y UPFWcatA2, UPRVcatA2, DWFWcatA2, DWRVcatA2 (Tabla 1). Los 
fragmentos UP y DW de cada gen fueron purificados mediante el kit de purificación de 
PCR (Thermo-Fisher, USA) y luego fueron fusionados por medio de la denominada 
técnica de sewing PCR (Shevchuk et al., 2004). El fragmento de la fusión resultante 
(UPDW) se integró en el plásmido comercial pJET1.2 (Thermo-Fisher, USA), 
generando pJET1.2-UPDWcatA y pJET1.2-UPDWcatA2 (Tabla 1). Posteriormente, por 
medio de los sitios de restricción EcoRI y BamHI (insertados en los cebadores), se 
escindió el fragmento e integró en el plásmido pEMG, previamente tratado con las 
mismas enzimas de restricción. Se generaron los plásmidos pEMG-UPDWcatA y 
pEMG-UPDWcatA2.  
6.2.2 Integración al genoma de P. putida H. 
Los vectores resultantes, se transformaron por separado en E. coli DH5αλpir y se 
seleccionaron haciendo uso del  gen que le otorga la resistencia al plásmido pEMG, en 
este caso se empleó kanamicina (Km) (50 µg/mL) (Sigma-Aldrich, USA). Estos mismos 
vectores fueron transformados a P. putida H a través conjugación triparental entre las 
cepas: E. coli DH5αλpir que poseen el vector pEMG-UPDWcatA o UPDWcatA2, E. coli 
HB101 / pRK600 que es la cepa ayudante y P. putida H parental. Se seleccionaron en 
placas de medio mineral mínimo (M9) con Km (1000 µg/mL), como resistencia. Cabe 
destacar que el plásmido pEMG es un vector suicida para P. putida, por lo que éste se 
integró en el genoma mediante recombinación homóloga. La integración del vector se 
comprobó mediante PCR, con los cebadores UPFW y DWRV.  
6.2.3 Deleción de los genes de interés. 
La deleción genética, fue realizada por medio del plásmido pSW-I, inducido por 
toluic acid (Sigma-Aldrich, USA) expresando la enzima I-SceI, cuya secuencia de 
reconocimiento no se encuentra presente en más de 1700 genomas microbianos 
conocidos hasta ahora (Martínez-García y de Lorenzo, 2011). La endonucleasa Sce-I 
actúa en secuencias insertadas en el vector pEMG, permitiendo el actuar de los 
mecanismos de recombinación y posteriormente la deleción del gen. Las deleciones se 
comprobaron mediante PCR con los cebadores KO de catA y catA2 (Tabla 1). 
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Objetivo 2. Determinar los parámetros fisiológicos y fenotípicos en condiciones 
estándares de crecimiento, en cultivos discontinuos con benzoato de sodio como 
única fuente de carbono y energía, de la cepa parental y las cepas mutantes 
knockout.  
6.2.4 Determinación de los parámetros fisiológicos (condiciones estándares).  
 Se realizaron cultivos discontinuos en matraces con la cepa parental H y las 
cepas mutantes knockout. Las cepas se mantuvieron congeladas en glicerol al 25% [v/v] 
a -80º C. Antes de ser inoculadas, éstas fueron sembradas en placas de agar con 
medio Luria Bertani (LB) y se incubaron O/N a 30º C. Posteriormente, las colonias 
individuales de la placa se seleccionaron y se inocularon con 2 mL de medio LB, O/N a 
30º C y con 180 rpm de agitación. Luego, se generó el pre-inóculo con 10% [v/v] de 
cultivo en 50 mL de medio mineral mínimo (M9), definido por litro en 128 (g/L) de 
Na2HPO4·7H2O (Sigma-Aldrich, USA), 30 (g/L) de KH2PO4 (Sigma-Aldrich, USA), 10 
(g/L) de NH4Cl (Sigma-Aldrich, USA) y 5 (g/L) de NaCl (Sigma-Aldrich, USA). Esta 
solución se sometió a autoclave y a continuación se añadieron 0.12 g de MgSO4-H2O 
(Sigma-Aldrich, USA) y elementos trazas que contienen 2.78 (g/L) FeSO4·7H2O 
(Sigma-Aldrich, USA), 1.98 (g/L) MnCl2·4H2O (Sigma-Aldrich, USA), 2.81 (g/L) 
CoSO4·7H2O (Sigma-Aldrich, USA), 1.47 (g/L) CaCl2·2H2O (Sigma-Aldrich, USA), 0.17 
(g/L) CuCl2·2H2O (Sigma-Aldrich, USA), 0.29 (g/L) ZnSO4·7H2O (Sigma-Aldrich, USA), 
y 51.3 (g/L) HCl (Sigma-Aldrich, USA), siendo éstos previamente filtrados. La fuente de 
carbono utilizada fue benzoato de sodio (3 mM) (Sigma-Aldrich, USA). Este pre-inóculo 
se cultivó O/N a 30º C y 180 rpm de agitación.  
 
La inoculación de los matraces se realizó con los pre-inóculos previamente 
descritos. Los cultivos fueron realizados por duplicado en medio M9, suplementado con 
5 mM de benzoato de sodio, durante 12 h en condiciones aeróbicas a 30º C y con 180 
rpm de agitación. La tasa de dilución fue medida en un espectrofotómetro (Shimadzu, 
Japón), con OD600 inicial de 0.05 (nm), en 100 mL de volumen final.  
 
 Finalmente, la determinación de la tasa específica de crecimiento (µmax) y la 
concentración de biomasa (CDW) se realizó mediante la medición periódica de OD600 
cada una hora de cultivo. El rendimiento de biomasa sobre sustrato (Y X/Sbenz (g/g)) se 
determinó mediante la medición del peso seco final, a las 12 h de cultivo.   
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6.2.5 Determinación del parámetro fenotípico (condición estándar). 
 De los cultivos previamente descritos para determinar los parámetros normales 
de crecimiento de las distintas cepas, se determinaron los fenotipos de coloración 
visual en todos los matraces, por medio de una fotografía.  
 
Objetivo 3. Determinar la propicia concentración de benzoato de sodio en 
cultivos discontinuos, para maximizar la producción de PHAs en la cepa parental 
y en las cepas mutantes knockout. 
 
6.2.6 Determinación de las concentraciones de benzoato de sodio en un rango amplio.  
 Se realizaron cultivos discontinuos en matraces con la cepa parental H y las 
cepas mutantes knockout. Las cepas se mantuvieron congeladas en glicerol al 25% [v/v] 
a -80 º C. Antes de ser inoculadas, éstas fueron sembradas en placas de agar con 
medio LB y se incubaron O/N a 30º C. Posteriormente, las colonias individuales de la 
placa se seleccionaron y se inocularon con 2 mL de medio LB,  O/N a 30º C y con 180 
rpm de agitación. Luego, se generó el pre-inóculo con 10% [v/v] de cultivo en 50 mL de 
medio M9, suplementado con 5 mM de benzoato de sodio y se incubaron O/N a 30º C 
con 180 rpm de agitación.  
 
La inoculación de los matraces se realizó con los pre-inóculos previamente 
descritos. Los cultivos fueron realizados por duplicado en medio M9 con limitación del 
20% de amonio, suplementado con 10, 20, 30 y 40 mM de benzoato de sodio; y con 10, 
20, 30 y 40 mM de benzoato de sodio con la adición de 0,5 mM de fenol. Se incubaron 
durante 72 h en condiciones aeróbicas a 30º C y con 180 rpm de agitación. La tasa de 
dilución fue de una OD600 inicial de 0.05 (nm), en 200 mL de volumen final.  
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6.2.7 Determinación de las concentraciones de benzoato de sodio en un rango 
específico. 
Se realizaron cultivos discontinuos en matraces con la cepa parental H y las 
cepas mutantes knockout, exactamente de la misma forma que fueron descritos 
anteriormente en la “determinación de las concentraciones de benzoato de sodio en un 
rango amplio”. Esta vez, se suplementaron con 15 y 20 mM de benzoato de sodio; y 
con 15 y 20 mM de benzoato de sodio con la adición de 0,5 mM de fenol. 
6.2.8 Determinación de los parámetros fisiológicos (condiciones de producción). 
 De los cultivos previamente descritos para determinar las concentraciones de 
benzoato de sodio de rango específico, se determinaron los distintos parámetros 
asociados al crecimiento de cada una de las cepas. Transcurridas las 72 h de cultivo, 
se tomó 30 mL de cultivo y se precipitó en una centrifuga (Hettich, Alemania) a 9000 x 
g por 10 min a 4º c, se guardó el sobrenadante y se lavó el pellet con 30 mL de PBS 
1x. Luego, el pellet resultante se congeló durante 24 h y se deshidrató en un liofilizador 
(Liofilizador sp scientific, USA) obteniendo el peso seco.  
 
A partir del peso seco, se determinó la formación de biomasa (CDW) y la 
formación de biomasa residual (Xr). El rendimiento de producto sobre biomasa residual 
(Y PHA/Xr), se determinó más adelante con el peso seco del PHA. 
6.2.9 Determinación del parámetro fenotípico (condiciones de producción). 
 De los cultivos previamente descritos para determinar los parámetros fisiológicos 
en condiciones de producción, se determinó el fenotipo de coloración visual para cada 
uno de los matraces suplementados con 15 y 20 mM de benzoato de sodio; y 15 y 20 
mM de benzoato de sodio con la adición de 0,5 mM de fenol. La fotografía fue tomada 
transcurridas las 72 h de cultivo.  
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Objetivo 4. Producir, cuantificar y caracterizar los productos de las 
fermentaciones en matraces y en biorreactor, de la cepa parental y las cepas 
mutantes knockout. 
6.2.10 Producción de PHAs en matraces, 
 La producción de PHA se realizó con los cultivos previamente descritos en 
matraz, con la limitación de amonio al 20% comparado con M9 estándar, 
suplementados con 15 y 20 mM de benzoato de sodio; y 15 y 20 mM de benzoato de 
sodio con la adición de 0,5 mM fenol.  
6.2.11 Producción de PHAs en biorreactor. 
Previamente, con la más alentadora producción de PHAs en matraces se infirió la 
concentración para realizar las fermentaciones en biorreactor. Se realizaron cultivos 
discontinuos en biorreactor con la cepa parental H y las cepas mutantes knockout. Las 
cepas se mantuvieron congeladas en glicerol al 25% [v/v] a -80º C. Antes de ser 
inoculadas, éstas fueron sembradas en placas de agar con medio LB y se incubaron 
O/N a 30º C. Posteriormente, las colonias individuales de la placa se seleccionaron y 
se inocularon con 10 mL de medio LB,  O/N a 30º C y con 180 rpm de agitación. Luego, 
se generó el pre-inóculo con 10% [v/v] de cultivo en 100 mL de medio M9, suplementado 
con 5 mM de benzoato de sodio, durante O/N a 30º C y 180 rpm de agitación.  
 
La inoculación del biorreactor (BioTron, Korea), se realizó con los pre-inóculos 
previamente descritos. La tasa de dilución inicial de OD600 0.05 (nm), en 2 L de 
volumen de trabajo. Se utilizó medio M9 con 20% de amonio con respecto al M9 
estándar, suplementado con 15 mM de benzoato de sodio. La temperatura se mantuvo 
en 30º C, con un flujo de aireación de 2 L / L min, controlado por un flujo másico. El 
nivel de oxígeno disuelto se mantuvo por encima del  20%  de saturación de aire, con 
un control de la velocidad de agitación, hasta un máximo de 800 rpm. El pH se mantuvo 
en 7.0 mediante el control automático de la adición de 1 M de NaOH (Merck, USA) y 
0.5 M de H2SO4 (Merck, USA).  
 
El crecimiento celular se registró mediante el peso seco  de 30 mL de cultivo 
(descrito previamente), en distintos tiempos durante 48 h de proceso. El amonio se 
midió con el sobrenadante de cultivo, durante las primeras 8 h de cultivo mediante el kit 
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Ammonium test (Merck, USA). La producción de PHAs se midió desde la 8 h, hasta 
finalizar el proceso (como se describe más adelante). 
6.2.12 Cuantificación de PHA 
Se recolectaron 30 mL de cultivo, y se centrifugó a 9000 x g durante 10 min a 4º 
C. El pellet obtenido se lavó con 30 mL de PBS 1x y se congeló O/N. Luego se liofilizó 
y se determinó la biomasa mediante peso seco, la cual se pesó en una balanza 
analítica (Precisa Gravimetrics, Alemania) y se transfirió a tubos de vidrio (Pyrex, USA). 
La extracción de PHA  se llevó a cabo mediante la disolución en 5 mL de cloroformo 
(Merck, USA) a la biomasa, y se incubó (Thermoblock SBD120-3, USA) a 100º C 
durante 4 h. Pasadas las 4 h, se dejó enfriar a temperatura ambiente y se filtró el 
contenido en discos de filtro de 2,5 µm, en frascos previamente pesados, esperando la 
evaporación del cloroformo para luego cuantificar por peso y obtener el porcentaje de 
PHA. 
6.2.13 Caracterización del PHA 
La caracterización se llevó a cabo por medio de cromatografía de gases (GC), 
después de una metanólisis del PHA mediante la suspensión de 5 a 10 mg de PHA en 
2 mL de cloroformo y 2 mL de metanol el cual contiene ácido sulfúrico al 15%[v/v].  Se 
incubó  a 100° C durante 4 h y se dejó enfriar, para luego añadir 1 mL de agua 
desmineralizada y se centrifugar a 4000 x g por 10 min. Se tomó la fase orgánica, la 
cual contiene los monómeros ésteres metílicos resultantes lo cuales fueron analizados 
mediante GC-MS (GCMS-TQ8040, Japón). 
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7 Resultados 
 
7.1 Construcción de cepas mutantes knockout simples ΔcatA y ΔcatA2; y doble 
ΔcatA1-2. 
 
7.1.1 Técnicas genéticas y cepas mutantes knockout. 
La degradación de compuestos aromáticos en P. putida H está dada por el grupo 
de los genes ben, expresando enzimas de la vía superior, convergiendo a catecol como 
intermediario central de la vía (Figura 3). La degradación de éste, involucra el grupo de 
los genes cat (Figura 2B) codificados en el genoma y el grupo de los genes phl (Figura 
2C) codificados en el plásmido pPGH1. Estos dos grupos de genes, expresan enzimas 
que dividen el anillo aromático de catecol de forma distinta, de esta manera si el 
rompimiento ocurriese a partir de los carbonos 1,2 del anillo, estaría involucrada la vía 
de degradación orto codificada en los genes cat, a la vez si el rompimiento ocurriese 
por los carbonos 2,3 del anillo,  estaría involucrada la vía de degradación meta 
codificada por los genes phl. En este punto, se pensó que la vía de degradación meta 
presentaba un mayor potencial para producción de PHAs (descrito en discusión), por lo 
que entonces se realizaron modificaciones genéticas implicadas en la vía de 
degradación orto, generando las cepas mutantes knockout simples ΔcatA y ΔcatA2; y 
el mutante doble ΔcatA1-2. 
7.1.1.1 Técnicas genéticas  
 Las mutantes utilizadas en este trabajo, se realizaron mediante la técnica descrita 
por Martínez-García y de Lorenzo, que implicó la introducción de ADN de un plásmido 
suicida al genoma de P. putida H mediante recombinación homóloga. Este vector 
posee sitios específicos para la endonucleasa I-SceI, que posteriormente, mediante la 
inducción de otro sistema componente, se expresó la enzima, generando la ruptura del 
genoma y por ello, la activación de los mecanismos de reparación celular, por lo que 
mediante una segunda recombinación se obtuvieron las escisiones de los genes de 
interés.  
7.1.1.2 Construcción del plásmido suicida pEMG. 
En la generación del plásmido suicida, se utilizaron pares de partidores que 
involucraron regiones río arriba y río abajo de los genes  catA y catA2, éstos fueron 
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nombrados como: UPFWcatA, UPRVcatA, DWFWcatA y DWRVcatA para catA; 
UPFWcatA2, UPRVcatA2, DWFWcatA2 y DWRVcatA2 para catA2 (Tabla 1). Los 
partidores se realizaron con distintas particularidades; primero, los partidores UPFW y 
DWRV de cada región, poseen integrado un sitio de reconocimiento para las enzimas 
de restricción EcoRI y BamHI respectivamente, y la segunda particularidad está dada 
por el partidor FWRV que posee una secuencia de homología con el partidor DWFW, 
características involucradas en la técnica como se describe más adelante. Como se 
puede observar en la Figura 7A, la amplificación de las regiones UP (río arriba) y DW 
(río abajo) de ambos genes se realizó mediante PCR, obteniendo fragmentos de 579 
pares de base (pb) y 594 pb para catA y fragmentos de 557 pb y 594 pb para catA2, 
respectivamente. 
 
 
Figura 7. Electroforesis de ADN de los fragmentos UP, DW y UPDW de ambos genes. Se utilizaron 
geles de agarosa al 1% [p/v] y un ladder de 1kb. A) Fragmentos UP y DW de los genes catA y catA2 B) 
Fragmentos UPDW (sewing PCR) de los genes catA y catA2. 
 
Se obtuvieron los fragmentos UP y DW de ambos genes mediante purificación 
por kit (descrito en materiales y métodos). Estos fragmentos se emplearon como 
secuencia molde, para la realización de una nueva PCR con los partidores UPFW y 
DWRV de ambas regiones, lo que permitió la unión entrambos mediante la secuencia 
de homología en la PCR anterior por el partidor FWRV, generando un nuevo fragmento 
que posee la suma de las regiones UP y DW, como se observa en la figura 7B. El 
fragmento obtenido de 1173 pb corresponde a UPDW catA y el fragmento obtenido de 
1151 pb corresponde a UPDW catA2. Estos fragmentos poseen en sus extremos sitios 
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de reconocimiento para las enzimas de restricción EcoRI y BamHI, por lo que cada 
nuevo fragmento se denominó como E-UPDW-B catA y E-UPDW-B catA2. Los 
fragmentos E-UPDW-B catA y E-UPDW-B catA2 se clonaron por separado en el 
plásmido comercial pJET1.2 (Figura S1) y se transformaron en E. coli DH5α, 
obteniéndose los constructos pJET1.2-E-UPDW-B de ambos genes.  
7.1.1.2.1 Comprobación de los fragmentos UPDW de los genes catA y catA2. 
Se realizaron las corroboraciones correspondientes mediante el programa 
BioEdit Sequence Alignment Editor (Figura S2) para alinear y secuenciar los 
fragmentos insertados en los plásmidos, y una segunda corroboración se realizó 
mediante  digestión por las enzimas EcoRI y BamHI. Obteniéndose el plásmido 
linealizado de 2974 pb de tamaño para ambos constructos y los mismos tamaños 
esperados de los fragmentos E-UPDW-B catA y E-UPDW-B catA2, como se observa 
en la Figura 8A.  
 
 
 
 
Figura 8. Electroforesis de ADN de la digestión con EcoR1 y BamHI de los distintos plásmidos 
clonados con los fragmentos UPDW. Se utilizaron geles de agarosa al 1% [p/v] y un ladder de 1kb. A) 
Digestión de pJET1.2 con los fragmentos UPDW de catA (carril 2) y catA2 (carril 3). B) Digestión de 
pEMG con los fragmentos UPDW de catA (carril 2) y catA2 (carril 3).  
 
A B 
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Se obtuvieron nuevamente los fragmentos E-UPDW-B catA y E-UPDW-B catA2, 
éstos se clonaron por separado en el plásmido suicida pEMG (Figura S3), por medio de 
la actividad enzimática correspondiente. Los constructos formados se transformaron 
por separado en la cepa E. coli DH5αλpir, la que posee el mecanismo genético para la 
producción de la proteína π en trans, lo cual es esencial para el mantenimiento, debido 
al oriR6K que posee el plásmido. La corroboración de los plásmidos se realizó de la 
misma manera anteriormente descrita, secuenciación-alineamiento y por digestión 
enzimática; se obtuvieron exactamente los mismos tamaños esperados de los 
fragmentos E-UPDW-B catA y E-UPDW-B catA2, y está vez el plásmido pEMG 
linealizado con el tamaño correspondiente a 3168 pb, como se observa en la figura 8B.  
 
7.1.1.3 Integración del plásmido suicida a P. putida cepa H 
 
Las cepas E. coli DH5αλpir con el plásmido pEMG y sus respectivos fragmentos, 
se utilizaron para la replicación y posterior transferencia del plásmido a P. putida H, tal 
acción necesitó de la cepa ayudante E. coli HB101 (pRK600) y del sistema de 
transferencia genética presente en el plásmido (traJ, oriT), dando lugar a la 
movilización de ADN plasmidial desde la cepa donadora del pEMG-E-UPDW-B catA y 
pEMG-E-UPDW-B catA2 a P. putida H. Dentro del microrganismo, el vector necesitó de 
la proteína π para su mantenimiento y replicación, de este modo,  la ausencia de ésta 
en Pseudomonas y el estrés producido por kanamicina permitió la recombinación 
mediada por el sistema recA entre el plásmido suicida que llevaba la secuencia 
homóloga y el genoma. Las cepas resultantes doblaron la resistencia a kanamicina 
(KmR) hasta 1000 µg/mL en comparación con la cepa parental y se confirmaron por 
PCR de la región E-UPDW-B-catA y E-UPDW-B-catA2 cointegrada en el genoma, 
obteniéndose cabalmente los mismos tamaños esperados. Como se observa en la 
Figura 9. 
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Figura 9. Electroforesis de ADN de los fragmentos cointegrados en el genoma de P. putida H. Se 
utilizaron geles de agarosa al 1% [p/v] y un ladder de 1kb. A) Fragmentos cointegrados de catA (carriles 2-
6), carril 7 control negativo y carril 8 control positivo. B) Fragmentos cointegrados de catA2 (carriles 4-8), 
carril 1 control negativo, carril 3 control positivo y carril 9 representa el cointegrado para la mutante doble 
(*).  
7.1.1.4 Deleción de los genes catA y catA2 
Las cepas con las regiones cointegradas en el genoma presentaron sitios I-SceI 
únicos adyacentes a ambos lados del inserto vectorial. La introducción de un segundo 
componente plasmidial (pSW-I), permitió la expresión controlada de la endonucleasa I-
SceI y con ello, se generó la ruptura en la doble hebra de ADN y por consecuente la 
recombinación por medio del mecanismo de reparación de homólogos directos (HDR) 
de alta fidelidad, lo permitió la constitución del genoma. De este modo, si la primera 
recombinación ocurrió en la región UP y la segunda recombinación ocurrió en la región 
DW o viceversa, se obtuvieron mutantes positivas y si ocurrió de otra forma la cepa 
volvió a su fenotipo parental.  
7.1.1.4.1 Comprobación de la segunda componente (pSW-I) y las cepas mutantes. 
El vector pSW-I introducido, se comprobó mediante selección a ampicilina (ApR) 
y por medio de PCR de colonias, con los partidores pSW-F y pSW-R mostrados en la 
Tabla 1. La expresión del vector y por ende, la expresión de la  enzima I-SceI fue 
mediada por 3-metilbenzoato, para dar lugar a la deleción de las regiones de interés. 
La ocurrencia de las deleciones fue verificada  a través de la pérdida de KmR 
alcanzada, y por medio de la amplificación (o falta de esta) de una secuencia de ADN 
dentro del gen abolido, utilizando como referencia la cepa parental. De esta forma, los 
partidores utilizados para la comprobación se indicaron en la Tabla 1, con el nombre de 
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catAFwKO, catARvKO para el gen catA, y  catA2FwKO, catA2RvKO para el gen catA2. 
Los únicos amplicones obtenidos a través de PCR representaron una región dentro gen 
catA y catA2 de la cepa parental, que corresponden a 504 pb y 717 pb 
respectivamente. Como se muestra en la Figura 10.  
 
 
Figura 10. Electroforesis de ADN de los fragmentos comprobatorios de las cepas mutantes 
knockout. Se utilizó un gel de agarosa al 1% [p/v] y un ladder de 1kb. Fragmentos del gen catA en la cepa 
parental H (carril 2) y la cepa mutante knockout simple ΔcatA (carril 3); fragmentos del gen catA2 en la 
parental H (carril 4) la cepa mutante knockout simple ΔcatA2 (carriles 5-10); fragmentos del gen catA2 en 
la parental H (carril 11) y la cepa mutante knockout doble ΔcatA1-2 (carriles 12-13) y control negativo 
(carril 14).  
 
7.1.1.5 Eliminación de la segunda componente (pSW-I) 
Para realizar la eliminación (curación) del plásmido pSW-I se realizaron varias 
generaciones por medio LB en ausencia de ampicilina, lo que llevó a la expulsión del 
plásmido por dicha cepa. Esto se pudo corroborar mediante la pérdida de la ApR y por 
medio de PCR de colonia con los mismos partidores que se utilizaron para 
comprobación de su existencia (Tabla 1).  
 
Finalmente se generaron las cepas mutantes knockout simples ΔcatA y ΔcatA2, la 
doble mutante se generó a partir de la cepa knockout ΔcatA realizando el mismo 
procedimiento de deleción génica con el plásmido pEMG-catA2. 
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7.2 Condiciones estándares de crecimiento de la cepa parental y las cepas 
mutantes knockout, en cultivos discontinuos con benzoato de sodio como 
única fuente de carbono y energía. 
 
7.2.1 Parámetros fisiológicos en condiciones estándares de crecimiento. 
La determinación de los parámetros fisiológicos, se realizó a través de cultivos 
discontinuos con medio mínimo suplementado con 5 mM de benzoato de sodio como 
única fuente de carbono, en la  cepa parental y las cepas mutantes knockout simples 
ΔcatA y ΔcatA2; y doble ΔcatA1-2, se determinó la curva de crecimiento midiendo la 
OD600 de cada cepa en el tiempo. Como se observa en la Figura 11, todas las cepas 
catabolizaron el benzoato, presentando el mismo perfil de crecimiento, alcanzando la 
fase estacionaria a las 8 h de cultivo y obteniéndose como máximos OD600 de 0,7.  
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Figura 11. Cinética de crecimiento en condiciones estándar de cultivo. La cepa parental H y las 
cepas mutantes knockout simples ΔcatA y ΔcatA2; y doble ΔcatA1-2 fueron cultivadas en medio mínimo 
(M9) suplementado con 5 mM de benzoato de sodio como única fuente de carbono. Se diluyeron a OD600 
= 0,05, se incubaron 10 h. (n=3). Los asteriscos muestran diferencias significativas con respecto a la 
cepa wt (* p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; Test ANOVA). 
 
 
La caracterización de la cinética de crecimiento finalizó para todas las cepas en 
la fase estacionaria a las 10 h de cultivo, debido al consumo total del benzoato. Se 
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determinó la formación de biomasa a través de peso seco (CDW), la velocidad máxima 
específica de crecimiento (µmax) y el rendimiento de biomasa sobre sustrato (YX/Sbenz) 
de cada cepa bacteriana (Tabla 2).   
Tabla 2. Parámetros fisiológicos en condiciones estándar de crecimiento de las distintas cepas 
bacterianas. Los datos muestran la media y la desviación estándar de cultivos discontinuos a las 10 h 
de incubación. 
 
Cepas CDW (g/L) Y X/Sbenz (g/g) µmax (1/h) Fuente 
H parental 0,40 ± 0,04 0,55 ± 0,02 0,33 ± 0,00 En este estudio 
H ΔcatA 0,43 ± 0,02 0,59 ± 0,03 0,35 ± 0,00 En este estudio 
H ΔcatA2 0,42 ± 0,02 0,58 ± 0,02 0,34 ± 0,01 En este estudio 
H ΔcatA1-2 0,39 ± 0,03 0,54 ± 0,02 0,34 ± 0,01 En este estudio 
KT2440 parental 0,42 ± 0,00 0,58 ± 0,02 0,27 ± 0,01 Ravi et al.,2017 
  
La cepa parental formó 0,40 (g/L) de biomasa, con una velocidad máxima 
específica de 0,33 (1/h) y con un rendimiento de 0,55 (g/g). Las mutantes simples 
mostraron un incremento en todos los parámetros medidos, obteniendo los valores más 
altos con la cepa mutante ΔcatA, alcanzando 0,43 (g/L) en la formación de biomasa, 
0,59 (g/g) y 0,35 (1/h) en el rendimiento y tasa especifica de crecimiento, 
respectivamente. La cepa mutante doble fue la única que disminuyó sustancialmente 
los valores de CDW y YX/Sbenz con respecto a la cepa parental H, en donde la 
producción de biomasa y rendimiento fueron de 0,39 (g/L) y 0,54 (g/g), 
respectivamente. La tasa específica de crecimiento presentó un ligero aumento a 0,34 
(1/h).  
7.2.2 Parámetro fenotípico de coloración en condiciones estándares de crecimiento. 
En condiciones estándares de crecimiento (sin limitaciones de nitrógeno), se ha 
descrito que el catecol se acumula como intermediario principal de la vía de 
degradación del benzoato (Cao et al., 2008). Tal acumulación, genera pigmentos de 
color negro debido al estado de oxidación del compuesto, por lo que se procedió a 
evaluar el fenotipo de coloración en las diferentes cepas estudiadas. Como se observa 
en la Figura 12, la  cepa parental y las cepas mutantes knockout simples ΔcatA y 
ΔcatA2; y doble ΔcatA1-2 presentaron exactamente la misma coloración durante las 10 
h de cultivo. Otros estudios han reportado que la acumulación de HMS genera una 
coloración amarilla en los cultivos (Jiménez et al., 2014), por lo que se realizaron las 
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mediciones mediante espectrofotometría a 375 nm. Obteniéndose resultados negativos 
para HMS en P. putida H (datos no mostrados).  
 
Figura 12. Visualización en matraz del crecimiento en condiciones estándar de cultivo.  Se 
muestra la cepa parental H y las cepas mutantes knockout simples ΔcatA y ΔcatA2; y doble ΔcatA1-2, a 
las 10 h de cultivo.  
 
7.3 Determinación de los parámetros fisiológicos, fenotípicos y la propicia 
concentración de benzoato de sodio en condiciones de producción de PHA. 
 
7.3.1 Determinación de la(s) propicia(s) concentración(es) de benzoato de sodio en un 
rango amplio. 
La determinación de las cantidades de fuente de carbono adecuadas para 
promover la producción de PHAs, se realizaron en cultivos discontinuos con un exceso 
de carbono y con limitación de amonio en el medio de cultivo, donde el amonio utilizado 
se redujo al 20% en comparación con las condiciones estándares de crecimiento. Se 
utilizó la cepa parental en distintas concentraciones de benzoato de sodio: 10 mM, 20 
mM, 30 mM y 40 mM. Además se realizaron cultivos con las mismas concentraciones 
de benzoato de sodio más la adición de 0,5 mM fenol. Los parámetros de 
concentración (g/L), acumulación de PHA (% peso seco celular) y coloración, son 
determinados después de 72 h de cultivo, como se muestra en la Figura 13. 
 
Figura 13. Visualización en matraz de la acumulación de metabolitos coloreados, acumulación y 
concentración de PHA en la cepa parental H. A) Benzoato de sodio como única fuente de carbono, 
A 
B 
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con sus respectivas acumulaciones y concentraciones de PHA. B) Benzoato de sodio más la adición de 
0,5 mM de fenol, con sus respectivas acumulaciones y concentraciones de PHA. 
7.3.1.1 Acumulación de biopolímero 
Es de importancia recalcar que estos resultados se realizaron a modo de prueba 
en un amplio rango de concentraciones, en donde se determinaron dos condiciones 
adecuadas para la continuación del estudio, por lo no se mostraron todos los 
parámetros obtenidos en el experimento. En la condición realizada con benzoato de 
sodio como única fuente de carbono y energía, se determinó que la concentración de 
20 mM obtuvo los valores más altos en cuanto a concentración y acumulación de PHA, 
obteniendo 0,14 (g/L) de PHA con un porcentaje de acumulación del 21%. La misma 
tendencia ocurrió en la concentración de 20 mM de benzoato con la adición de fenol, 
obteniéndose 0,11 (g/L) de PHA con una acumulación del 17% de peso. Además se 
observaron que las concentraciones más altas de benzoato (30 mM y 40 mM) con la 
adición de fenol, incrementaron las concentraciones volumétricas de PHA comparado 
con las mismas concentraciones en ausencia de fenol.  
7.3.1.2 Coloración. 
Por otra parte, se observaron matices de coloración producidos por la 
acumulación de catecol en el medio de cultivo, adquiriendo tonalidades más altas en 
las condiciones donde el benzoato era la única fuente de carbono. La adición de fenol, 
disminuyó el matiz de coloración en todas las concentraciones. De este modo, por la 
coloración del cultivo, las concentraciones y acumulaciones de PHAs, se continuaron 
los experimentos con las concentraciones de 20 mM de benzoato de sodio y 20 mM de 
benzoato de sodio con la adición de 0,5 mM de fenol. La comparación entre las dos 
condiciones elegidas previamente, no precisó cambios comparativos, por lo que se 
estimó la utilización de una nueva concentración de benzoato de sodio de 15 mM junto 
con la adición de fenol.  
7.3.2 Parámetros fisiológicos en condiciones de producción de PHA. 
La producción de PHAs se realizó en cultivos discontinuos con las mismas 
condiciones de exceso de carbono y limitación de nitrógeno mencionada anteriormente. 
Se utilizó la cepa parental P. putida H y las cepas mutantes knockout simples ΔcatA y 
ΔcatA2; y doble ΔcatA1-2, suplementadas con 15 mM y 20 mM de benzoato de sodio, y 
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las mismas concentraciones con la adición de 0,5 mM de fenol. Se determinaron los 
parámetros de crecimiento y producción de PHA a las 72 h de cultivo, de las distintas 
cepas en las diferentes condiciones, a través de la formación de biomasa (CDW) y el 
contenido de PHA (% peso), como se observa en las Figura 14 y Figura 15. 
 
 
Figura 14. Formación de biomasa (g/L) y contenido de PHA (%peso) de la diferentes cepas 
bacterianas en 15 mM de benzoato de sodio con presencia y ausencia de fenol. A) 15 mM de 
benzoato de sodio, B) 15 mM benzoato de sodio + 0,5 mM fenol. Se muestra la media y la desviación 
estándar (n=2). Los asteriscos muestran diferencias significativas (* p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; Test 
ANOVA). 
 
Se determinaron los parámetros de formación de biomasa (CDW), formación de 
biomasa residual (Xr), rendimiento en gramos de producto sobre gramos de biomasa 
residual (Y PHA/Xr), producción de PHA (g/L) y contenido de PHA (% peso), para las 
distintas cepas en condición de producción de PHA (Tabla 3). 
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Tabla 3.  Parámetros fisiológicos en condiciones de producción de PHA de las distintas cepas 
bacterianas. Los datos reflejan la media y las desviación estándar de cultivos realizados por duplicado 
en un proceso de 72 h.  
 
CEPAS CDW (g/L) PHA (g/L) Xresidual Y PHA/Xr (g/g) % PHA 
      
H wt 15 0,74 ± 0,03 0,15 ± 0,00 0,59 ± 0,03 0,26 ± 0,01 20% ± 0,01 
Δcat 15 0,79 ± 0,02 0,20 ± 0,00 0,59 ± 0,02 0,34 ± 0,01 25% ± 0,00 
Δcat2 15 0,73 ± 0,02 0,24 ± 0,01 0,50 ± 0,02  0,47 ± 0,04 32% ± 0,03 
Δcat1-2 15 0,79 ± 0,01 0,17 ± 0,00 0,62 ± 0,01 0,28 ± 0,00 21% ± 0,00 
      
H wt 15-f 0,66 ± 0,01 0,13 ± 0,01 0,54 ± 0,00 0,23 ± 0,01 19% ± 0,01 
Δcat 15-f 0,72 ± 0,04 0,18 ± 0,01 0,54 ± 0,02 0,34 ± 0,01 25% ± 0,00 
Δcat2 15-f 0,71 ± 0,07 0,22 ± 0,04 0,49 ± 0,03 0,45 ± 0,06 31% ± 0,04 
Δcat1-2 15-f 0,75 ± 0,01 0,15 ± 0,00 0,60 ± 0,01 0,25 ± 0,00 20% ± 0,01 
      
H wt 20 0,82 ± 0,01 0,18 ± 0,02 0,64 ± 0,01 0,29 ± 0,03 22% ± 0,01 
Δcat 20 0,85 ± 0,04 0,08 ± 0,02 0,76 ± 0,06 0,11 ± 0,04 10% ± 0,04 
Δcat2 20 0,87 ± 0,03 0,15 ± 0,02 0,72 ± 0,03 0,20 ± 0,03 17% ± 0,02 
Δcat1-2 20 0,89 ± 0,00 0,17 ± 0,01 0,72 ± 0,01 0,24 ± 0,02 19% ± 0,01 
      
H wt 20-f 0,79 ± 0,00 0,16 ± 0,01 0,64 ± 0,01 0,25 ± 0,01 20% ± 0,01 
Δcat 20-f 0,77 ± 0,04 0,08 ± 0,01 0,69 ± 0,03 0,12 ± 0,01 10% ± 0,01 
Δcat2 20-f 0,81 ± 0,02 0,12 ± 0,02 0,69 ± 0,00 0,18 ± 0,02 15% ± 0,01 
Δcat1-2 20-f 0,88 ± 0,02 0,16 ± 0,02 0,72 ± 0,01 0,22 ± 0,02 18% ± 0,01 
      
15: Concentración de 15 mM benzoato de sodio. 
20: Concentración de 20 mM benzoato de sodio. 
-f: Adición de 0,5 mM de fenol 
Números ennegrecidos, representan la cepa con mejor evaluación en las diferentes condiciones. 
7.3.2.1 Producción de PHA con 15 mM de benzoato de sodio. 
La formación de biomasa de las diferentes cepas suplementadas con 15 mM de 
benzoato de sodio se observaron en la Figura 14A, la cepa parental alcanzó 0,74 (g/L) 
de CDW, la cepa mutante knockout simple ΔcatA y la mutante knockout doble 
aumentaron su biomasa, obteniendo 0,79 (g/L) de CDW, en contraste, la cepa mutante 
knockout simple ΔcatA2 disminuyó parcialmente a 0,73 (g/L) de biomasa. Relacionando 
los gramos de producto con los gramos de biomasa formados, se obtiene en porcentaje 
la acumulación de PHA en el total de CDW, se obtuvo para la cepa parental una 
acumulación del 20% de biopolímero, alcanzando 0,15 (g/L) de PHA. Las diferentes 
mutantes knockout simples ΔcatA y ΔcatA2, y doble, presentaron considerables 
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incrementos en las variables relacionadas al PHA, obteniendo acumulaciones de 25%, 
32% y 21% respectivamente. La concentración de PHA también se incrementó a 0,20 
(g/L), 0,24 (g/L) y 0,17 (g/L) (Tabla 3).  
7.3.2.2 Producción de PHA con 15 mM de benzoato de sodio con la adición de 0,5 mM 
de fenol 
 
En la Figura 14B, se observa la formación de biomasa de las diferentes cepas 
suplementadas con 15 mM de benzoato de sodio más la adición de 0,5 mM de fenol. 
La cepa parental alcanzó 0,66 (g/L) de CDW, las  cepas mutantes aumentaron 
sustancialmente la biomasa en todos los casos, alcanzado 0,72 (g/L), 0,71 (g/L) y 0,75 
(g/L) respectivamente. Se determinó el contenido y la concentración de PHA, 
alcanzándose un 19% con 0,13 (g/L) de polímero en la cepa parental, un 25% con 0,18 
(g/L) de PHA en la  mutante simple ΔcatA, un considerable aumento del 31% con 0,22 
(g/L) de PHA en la mutante simple ΔcatA2 y finalmente, un 20% con 0,15 (g/L) de PHA 
en la mutante doble (Tabla 3). 
 
Figura 15. Formación de biomasa (g/L) y contenido de PHA (%peso) de la diferentes cepas 
bacterianas en 20 mM de benzoato de sodio con presencia y ausencia de fenol. A) 20 mM de 
benzoato de sodio, B) 20 mM benzoato de sodio + 0,5 mM fenol. Se muestra la media y la desviación 
estándar (n=2). Los asteriscos muestran diferencias significativas (* p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; **** 
p<0,0001 Test ANOVA). 
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7.3.2.3 Producción de PHA con 20 mM de benzoato de sodio. 
 
La formación de biomasa de las diferentes cepas suplementadas con 20 mM de 
benzoato de sodio se observaron en la Figura 15A, la cepa parental alcanzó 0,82 (g/L) 
de CDW, las diferentes mutantes knockout simples ΔcatA y ΔcatA2, y doble, 
incrementaron la biomasa a 0,85 (g/L), 0,87 (g/L) y 0,89 (g/L) respectivamente (Tabla 
3). Lo contrario ocurrió con la acumulación y la concentración de PHA, en donde la 
cepa parental obtuvo la mayor acumulación de un 22% con 0,18 (g/L) de biopolímero. 
Las cepas mutantes presentaron un descenso en ambos parámetros, presentando una 
abundante baja la mutante simple ΔcatA, alcanzando 10% de acumulación con 0,08 
(g/L) de PHA, las mutantes simple ΔcatA2 y doble se mantuvieron en acumulaciones 
de 17% y 19% con 0,15 (g/L) y 0,17 (g/L) de PHA respectivamente (Tabla 3).  
 
7.3.2.4 Producción de PHA con 20 mM de benzoato de sodio con la adición de 0,5 mM 
de fenol 
 
En la Figura 15B, se observó la formación de biomasa de las diferentes cepas 
suplementadas con 20 mM de benzoato de sodio más la adición de 0,5 mM de fenol.  
La cepa parental alcanzó 0,79 (g/L) de CDW, las diferentes mutantes knockout simples 
ΔcatA y ΔcatA2, y doble, alcanzaron 0,77 (g/L), 0,81 (g/L) y 0,88 (g/L) de CDW. La 
acumulación más alta de PHA se presentó en la cepa parental y la mutante doble, 
alcanzando un contenido de 20% y 18% con 0,16 (g/L) de PHA en ambas. Las 
mutantes knockout simples ΔcatA y ΔcatA2, al igual que en la condición anterior, 
disminuyeron el contenido de PHA a 10% y 15% de peso, con concentraciones 
volumétricas que alcanzaron 0,08 (g/L) y 0,12 (g/L) respectivamente (Tabla 3). 
 
En general se observó, que la adición de fenol al medio de cultivo en ambas 
concentraciones, afectó sustancialmente los parámetros de producción de biomasa, 
concentración y acumulación de PHA en todas las cepas estudiadas. Además se 
destacó la formación de PHA sobre biomasa residual de la cepa mutante knockout 
simple ΔcatA2 en el medio suplementado 15 mM benzoato de sodio como única fuente 
de carbono, alcanzando el mayor rendimiento de 0,47 gramos de PHA sobre un gramo 
de biomasa residual (Tabla 3). Estos resultados, permitieron continuar con los estudios 
en condiciones controladas, como se dan en un biorreactor (Figura 17). 
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7.3.3 Parámetro fenotípico de coloración en condiciones de producción. 
Para relacionar el metabolismo con la producción de PHAs, se evaluó visualmente la 
coloración oscura en cada una de las condiciones transcurridas las 72 h de cultivo, 
como se muestra en la Figura 16.  
 
 
Figura 16. Visualización en matraz de la acumulación de metabolitos coloreados en condiciones 
de acumulación de PHA de las distintas cepas bacterianas.  Se muestra la cepa parental H y las 
cepas mutantes knockout simples ΔcatA y ΔcatA2; y doble ΔcatA1-2. Se pre-incubaron en 5mM de 
benzoato con ausencia y presencia de fenol, se diluyeron a OD600 de 0,05 en distintas concentraciones 
de benzoato de sodio 15 mM, 15 mM + 0,5 mM fenol, 20 mM y 20 mM + 0,5 mM fenol; se incubaron 
durante 72 h. Obsérvese los pigmentos oscuros acumulados como resultado de la oxidación espontánea 
y la polimerización del catecol. BZS: Benzoato de sodio 
 
Se observaron distintos fenotipos de coloración correspondientes a las variables 
acumulaciones de catecol en las distintas cepas bacterianas. La cepa parental, 
presentó una disminución de la intensidad del color cuando se le adicionó fenol a 
ambas concentraciones (15 mM y 20 mM). El mismo fenotipo aunque con mayor 
intensidad, se observó en la cepa mutante knockout simple ΔcatA2. En contraste, la 
cepa mutante knockout simple ΔcatA aumenta el matiz de coloración con la adición de 
fenol en ambas concentraciones. En cambio, la mutante doble presentó un fenotipo 
totalmente distinto comparado con los matraces observados, en donde la coloración se 
mantuvo estable con la adición de fenol. Las diferentes cepas presentaron un aumento 
de coloración que fue proporcional a la concentración de carbono administrada, como 
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se observó comparando los matraces con la misma condición (15 mM con 20 mM o 15 
mM fenol con 20 mM fenol). 
 
7.4 Producción y cuantificación de PHA en las cepas bacterianas, en 
condiciones controladas en un biorreactor. 
 
7.4.1 Producción de PHA en biorreactor, con la condición más alentadora. 
Las producciones de PHAs se realizaron en cultivos discontinuos, suplementados 
con 15 mM de benzoato de sodio como un exceso de carbono y con limitación de 
amonio, por lo que la concentración inicial de éste era 61 mg/L correspondiendo al 20% 
de amonio en el medio (basado en el amonio estándar del medio mínimo M9). Tales 
producciones se realizaron con las diferentes cepas bacterianas en un ambiente 
favorable y controlado como lo proporcionó un biorreactor. Dicho biorreactor (Figura 
17) permitió mantener constantes la temperatura en 30º C y en pH 7,0. La aireación y 
agitación controlaron la saturación de aire, manteniéndose sobre el 20% durante todo 
el proceso. Con el objetivo de caracterizar y realizar perfiles de la cinética de 
crecimiento, las tasas de consumo de amonio y la producción de PHA en un proceso 
con 48 h de duración.  
 
 
Figura 17.  Fotografía del biorreactor (BIOTRON, USA). Cultivo de la cepa mutante knockout simple 
ΔcatA2 en el biorreactor de 2,5 L. 
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7.4.2 Parámetros fisiológicos en condiciones de producción de PHA en biorreactor. 
Además, se determinaron los parámetros de formación de biomasa (CDW), 
formación de biomasa residual (Xr), rendimiento en gramos de producto sobre gramos 
de biomasa residual (Y PHA/Xr), producción volumétrica de PHA (g/L) y porcentaje de 
incremento (%PHA), para las distintas cepas en condiciones de producción de PHA 
(Tabla 4).          
 
Tabla 4. Parámetros fisiológicos en condiciones de producción de PHA de las distintas cepas 
bacterianas, en fermentación tipo lote en un biorreactor. Concentración de 15 mM de benzoato, 
durante 48 horas de cultivo. Los datos muestran la media y la desviación estándar de los cultivos. 
 
Cepas CDW (g/L) PHA (g/L) Xresidual Y PHA/Xr (g/g) % inc. PHA 
H wt 0,79 ± 0,01 0,13 ± 0,00 0,66 ± 0,01 0,20 ± 0,00 - 
H ΔcatA 0,87 ± 0,06 0,20 ± 0,01 0,67 ± 0,04 0,31 ± 0,00 53% ± 0,02 
H ΔcatA2 1,00 ± 0,05 0,25 ± 0,01 0,75 ± 0,04 0,33 ± 0,00 84% ± 0,06 
H ΔcatA1-2 0,86 ± 0,02 0,17 ± 0,00 0,69 ± 0,02 0,24 ± 0,00 26% ± 0,03 
% inc. PHA: Porcentaje de incremento PHA con respecto a la cepa parental. 
Números ennegrecidos, representan la cepa con mejor evaluación. 
 
En el proceso de producción de PHA,  se caracterizó la formación de biomasa, el 
consumo de amonio y la formación de PHA en el tiempo, como se observa en la Figura 
18. En la cepa parental (Figura 18A), la formación de biomasa alcanzó su máxima 
producción a las 26 horas de cultivo con 0,82 (g/L) de CDW, la fuente de amonio se 
agotó completamente a las 6 horas de cultivo, lo que desencadenó la activación de 
acumulación de PHA, medido desde las 8 horas de cultivo. La máxima acumulación de 
PHA se determinó a las 48 horas de cultivo, presentando un 17% de acumulación con 
0,13 (g/L) de PHA. El rendimiento de producto sobre biomasa residual se determinó en 
0,20 (g/g) (Tabla 4).   
 
En la cepa mutante knockout simple ΔcatA (Figura 18B), la formación de 
biomasa alcanzó su máxima producción a las 7 h de cultivo con 0,97 (g/L) de CDW, la 
fuente de amonio se agotó completamente a las 5 h de cultivo, lo que desencadenó la 
activación de acumulación de PHA. La máxima acumulación de PHA se determinó a las 
30 h manteniéndose hasta las 48 h de cultivo, representando un 24% de acumulación 
con 0,20 (g/L) de PHA. Incrementado en un 53% la producción volumétrica de PHA con 
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respecto a la cepa parental. El rendimiento de producto sobre biomasa residual, 
aumentó a 0,31 (g/g) comparado con la cepa parental (Tabla 4).  
 
En la cepa mutante knockout simple ΔcatA (Figura 18C), la formación de 
biomasa alcanzó su máxima producción a las 30 h de cultivo con una considerable 
generación de 1,14 (g/L) de CDW, la fuente de amonio se agotó completamente a las 5 
h de cultivo, lo que desencadenó la activación de la acumulación de PHA. La máxima 
acumulación de PHA se determinó a las 48 h de cultivo, representando una notable 
acumulación del 25% con 0,25 (g/L) de PHA. Incrementado considerablemente en un 
84% la concentración de PHA con respecto a la cepa parental. Obtuvo además, el 
mayor rendimiento de producto sobre biomasa residual de 0,33 (g/g) (Tabla 4). 
 
T ie m p o  [h ]
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0
0 .0
0 .3
0 .6
0 .9
1 .2
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
C
D
W
 [
g
/L
]
%
 P
H
A
A
m
o
n
io
 [
m
g
/L
]
T ie m p o  [h ]
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0
0 .0
0 .3
0 .6
0 .9
1 .2
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
C
D
W
 [
g
/L
]
%
 P
H
A
A
m
o
n
io
 [
m
g
/L
]
T ie m p o  [h ]
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0
0 .0
0 .3
0 .6
0 .9
1 .2
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
C
D
W
 [
g
/L
]
%
 P
H
A
A
m
o
n
io
 [
m
g
/L
]
T ie m p o  [h ]
0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0
0 .0
0 .3
0 .6
0 .9
1 .2
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
C
D
W
 [
g
/L
]
%
 P
H
A
A
m
o
n
io
 [
m
g
/L
]
* * * *
*
* * *
*
*
*
* *
*
* *
 
Figura 18. Curvas de crecimiento de cultivos por lote de las distintas cepas bacterianas, 
suplementadas con 15 mM de benzoato de sodio como única fuente de carbono. Durante 48 h de 
cultivo. La acumulación de PHA es activada por la limitante de amonio en el medio. A) P. putida H 
parental  B) P. putida H ΔcatA C) P.putida H ΔcatA2 y D) P.putida H ΔcatA1-2. Se muestra la media y la 
desviación estándar (n=2). Los asteriscos muestran diferencias significativas con respecto a la cepa 
parental (* p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001; Test ANOVA). 
55 
 
Finalmente en la cepa mutante knockout doble ΔcatA1-2 (Figura 18D), la 
formación de biomasa alcanzó su máxima producción a las 30 h de cultivo con 0,87 
(g/L) de CDW, la fuente de amonio se agotó completamente a las 5 h de cultivo, lo que 
desencadenó la activación de acumulación de PHA. La máxima acumulación de PHA 
se determinó a las 48 h representando un 20% de acumulación con 0,17 (g/L) de PHA. 
Incrementado en un 26% la concentración de PHA con respecto a la cepa parental. El 
rendimiento de producto sobre biomasa residual, se determinó en 0,24 (g/g) (Tabla 4). 
 
En general, los perfiles de cada cepa presentaron crecimiento exponencial hasta 
el agotamiento del amonio (5-6 h de cultivo), en donde se observó que los perfiles de 
crecimiento comenzaron ralentizarse y comenzaron el principio de su fase estacionaria. 
Con respecto a la producción de PHA, se obtuvieron incrementos considerables en las 
cepas mutantes, con respecto a la cepa parental. En donde, la cepa mutante knockout 
simple ΔcatA2 alcanzó los valores más altos en cuanto a producción de biomasa, 
concentración de PHA, acumulación de PHA y rendimiento. 
 
 
7.5 Caracterización del PHA de las distintas condiciones de cultivo 
 
7.5.1 Composición monómerica de los distintos PHAs. 
La caracterización del PHA se realizó a través de cromatografía de gases (GC) 
acoplada a espectroscopía de masas en donde se determinó la composición 
monómerica de cada tipo de biopolímero producido. Con las distintas cepas 
bacterianas y en las distintas condiciones de cultivo se encontraron  los monómeros de 
3-hidroxioctanoato (C8), 3-hidroxidecanoato (C10), 3-hidroxidodecanoato (C12), 3-
hidroxi-5-cis-dodecanoato (C12:1) y 3-hidroxitetradecanoato (C14) respectivamente. En 
donde, el monómero 3-hidroxidecanoato (C10) representó más del 70% del total de 
monómeros analizados (Tabla 5).  
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Tabla 5. Composición monómerica de PHA producido por las distintas cepas bacterianas en 
experimentos con matraces. 
 
CEPAS C8 C10 C12.0 C12.1 C14 
      
H wt 15 11,78 85,21 2,27 0,74 n.d 
Δcat 15 9,73 82,07 6,76 1,45 n.d 
Δcat2 15 14,27 75,29 3,98 6,46 n.d 
Δcat1-2 15 7,88 75,64 8,36 8,12 n.d 
      
H wt 15-f 8,68 75,53 9,43 2,09 0,47 
Δcat 15-f 4,00 83,63 10,87 1,49 n.d 
Δcat2 15-f 8,10 81,28 8,05 2,58 n.d 
Δcat1-2 15-f 4,19 80,27 10,67 4,87 n.d 
      
H wt 20 7,56 74,09 14,07 4,27 n.d 
Δcat 20 3,85 72,74 10,19 13,21 n.d 
Δcat2 20 2,64 78,94 8,32 10,10 n.d 
Δcat1-2 20 16,63 65,40 9,42 8,55 n.d 
      
H wt 20-f 0,31 84,29 7,69 7,71 n.d 
Δcat 20-f n.d 89,63 4,34 6,03 n.d 
Δcat2 20-f n.d 83,76 6,90 9,34 n.d 
Δcat1-2 20-f n.d 82,55 4,32 13,13 n.d 
n.d.: No detectado, menos del 0,2% 
Los datos fueron determinados por GC / MS y se presentan como fracción molar relativa (%) de, C8: 3-
hidroxioctanoato, C10: 3-hidroxidecanoato, C12: 3-hidroxidodecanoato, C12: 1: 3 -hidroxi-5-cis-
dodecanoato y C14: 3-hidroxitetradecanoato. 
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8 Discusión. 
 
La creciente producción de plásticos sintéticos no degradables derivados del 
petróleo (recurso no renovable y limitado), ha provocado acumulación de éstos, debido 
a que los métodos utilizados para la disminución del polímero han sido ineficientes, 
convirtiéndose en un grave problema de contaminación ambiental (Ojumu et al., 2004). 
Por este motivo, el reemplazo de los plásticos no degradables por biopolímeros 
totalmente degradables obtenidos a partir de fuentes de carbono renovables es una 
posible vía de solución para los diferentes aspectos de este problema. La producción 
biológica de PHAs es una alternativa sustentable y más amigable con el medio 
ambiente en comparación a la manufactura convencional de polímeros. Sin embargo, 
los altos costos de producción asociados a las materias primas aún no están resueltos, 
por lo que el uso de fuentes renovables como residuos industriales derivados de 
lignina, podrían ser la solución para un sistema más sustentable en el reciclaje de 
carbono. Se prevé que el aumento la comercialización de biocombustibles 
lignocelulósicos incrementará la producción de compuestos residuales ricos en lignina, 
generando un problema de creciente urgencia para el ecosistema (Tuck et al., 2012). 
La forma más eficaz y  económica de eliminar estos contaminantes aromáticos es a 
través del catabolismo microbiano. 
 
Este trabajo ha tenido como objetivo desarrollar una cepa más eficiente en la 
producción de PHAs a partir de compuestos aromáticos modelo, como el benzoato y 
fenol, predominantes en residuos de la biomasa lignocelulósica (Rinaldi et al., 2016). 
En P. putida H la degradación de benzoato y fenol ocurre por una serie de reacciones 
de las vías superiores, convirtiéndose a catecol como intermediario principal. Se ha 
reportado que el catecol es parte de la reacción crítica del metabolismo (Cao et al., 
2008), por lo que la acumulación de éste, provoca una pérdida de carbono que se 
visualiza por una coloración oscura en los cultivos (Prieto et al., 1993) y por lo demás, 
es altamente tóxico para la célula (Schweigert et al., 2001).  
 
En este punto del metabolismo, el catecol puede ser degradado a través de dos 
vías metabólicas que compiten entre sí (Tsipa et al., 2016). La vía orto-catecol, 
codificada en el genoma en P. putida H, da como precursores finales succinil-CoA y 
acetil-CoA que limitan la producción de PHA, y favorecen la producción de biomasa 
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(Johnson y Beckham., 2015). Se ha reportado que el suministro de altas 
concentraciones de benzoato en la vía orto-catecol provoca acumulación de cis, cis-
muconato y catecol (Van Duuren et al., 2012), por lo que podría ser una limitante para 
la producción de PHAs.   
 
Por otra parte, la vía meta-catecol codificada en el plásmido pPGH1 en la cepa 
de estudio de este trabajo nunca había sido utilizada en procesos de producción de 
poliésteres. Estudios relacionados con la vía meta, codificada en el plásmido (pWW0) 
en la cepa mt-2, dan como resultado precursores finales acetil-CoA y piruvato, que 
favorecen la producción de PHAs (Johnson y Beckham., 2015). Asimismo en la vía 
meta-catecol, se ha reportado la pérdida de carbono a través de acumulación de HMS, 
provocando una coloración amarilla en los cultivos discontinuos (Jimenez et al., 2014). 
 
De acuerdo a estos datos y sus estequiometrías, se realizaron deleciones 
genéticas a través del sistema I-SceI, los cuales impactarían directamente la actividad 
metabólica de la ruta orto-catecol, para aumentar la capacidad de producción de PHAs 
en el metabolismo. De este modo, se desarrollaron cepas mutantes knockout simples 
ΔcatA y ΔcatA2; y doble ΔcatA1-2 en P. putida H (Figura 10), con un sistema de 
manipulación genética extremadamente eficiente (Martínez-García y de Lorenzo, 
2011). La única variable encontrada, fue un aumento en las concentración de 
antibiótico aplicada, por lo que tanto, un incremento en la resistencia a kanamicina y 
ampicilina. Estas resistencias podrían estar codificadas en los plásmidos pPGH1 o 
pPGH2 que posee la cepa H, de los que no se han reportado caracterizaciones.    
 
Las deleciones fueron dirigidas a los genes de la ruta orto- catecol, eliminado la 
función de la(s) enzima(s) catecol 1,2-dioxigena(s) (C12O) participantes en la vía. El 
cultivo de la cepa parental y las cepas mutantes knockout en condiciones normales de 
benzoato de sodio (medio M9 estándar, sin excesos ni limitantes), comprobó que la 
ausencia parcial o completa de la ruta orto-catecol no afectan los parámetros 
fisiológicos asociados al crecimiento (Figura 11). Esto se asocia con estudios de la 
cepa mt-2 (Jimenez et al., 2014), en donde se obtuvieron los mismos comportamientos 
cinéticos. Los valores de los parámetros de producción de biomasa, rendimiento y 
velocidad específica de crecimiento tienden a un leve aumento en las mutantes 
knockout simples en comparación con la cepa parental H (Tabla 2).  Estos resultados 
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superaron en todo aspecto a la cepa KT2440 en las mismas condiciones de benzoato, 
inclusive superaron tasas específicas de crecimiento determinadas con otras fuentes 
de carbono aromáticas (Ravi et al., 2017). Obteniendo valores iguales o superiores a 
0,33 (1/h) para todas las cepas H estudiadas (Tabla 2).  
 
Los cultivos discontinuos en condiciones estándares de crecimiento, presentaron 
la misma coloración, medida por absorbancia a 375 nm del compuesto HMS en las 
distintas cepas H (Figura 12), lo que permitió deducir la ausencia de acumulación de 
HMS. Esto difiere a lo anteriormente reportado, con la degradación de benzoato  a 
través de la vía meta-catecol en la cepa mt-2 (Jimenez et al., 2014); (Anexo, Figura 4S-
B). Esto podría estar dado, por una mayor actividad de la enzima 2-hidroximucónico 
semialdehído hidrolasa (HMSH) la que a nivel de secuencia nucleotídica presenta una 
identidad de 66% comparado con xylT que codifica la misma enzima en el plásmido 
TOL (Herrmann et al., 1995). Los resultados de las cepas H, evidenciaron una ausencia 
aparente de pérdida de carbono por acumulación de HMS, además se obtuvieron 
considerables incrementos en las tasas específicas de crecimiento. Por lo tanto, se 
deduce que aparentemente las enzimas de la ruta meta-catecol codificadas en el 
plásmido pPGH1 podría presentar una mayor actividad en comparación con las 
enzimas codificadas en el plásmido TOL (pWW0).  
 
La producción de PHAs a partir de diferentes sustratos (por ejemplo, ácidos 
grasos o azúcares) ha sido estudiada con detalle los últimos años, demostrando que P. 
putida supera productividades de 1-3 (g/Lh) y  concentraciones de 100 (g/L), logrando 
alcanzar la viabilidad económica del producto (Hermann y Patel, 2007). Con este fin, la 
producción de PHAs se realizó con las distintas cepas de P. putida H, en cultivos 
discontinuos suplementados con un exceso de carbono y con amonio como fuente de 
nitrógeno limitante, un método que ha obtenido resultados alentadores en la producción 
de PHAs (Poblete-Castro et al., 2012). El carbono propicio para maximizar la 
producción de biopolímero, se determinó a través de distintas concentraciones de 
benzoato de sodio, junto con la adición de fenol. En primera instancia, las 
concentraciones más prometedoras resultaron ser de: 15 mM y 20 mM de benzoato de 
sodio, con la presencia y ausencia de 0,5 mM de fenol. Las altas concentraciones de 
carbono utilizadas para la producción de PHAs, permitieron dilucidar los diferentes 
fenotipos de coloración, asociados a la acumulación de catecol (Figura 16); (Prieto et 
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al, 1993). Esto comprueba las oscilaciones en las rutas metabólicas vinculadas a las 
actividades enzimáticas que presentan las distintas dioxigenasas  en la degradación del 
catecol (Tsipa et al., 2016).  
 
En la concentración de 15 mM de benzoato de sodio, la cepa parental visualizó 
una muy leve acumulación de catecol con benzoato como única fuente de carbono. 
Demostrando que las dos vías en conjunto presentaron un funcionamiento enzimático 
sinérgico en la conversión del catecol. Esta cepa,  exhibió una concentración de 0,59 
(g/L) en la formación de biomasa residual, con la menor concentración de PHAs,  
limitándose a 0,15 (g/L), alcanzando el 20% del peso en biopolímero. De esta forma, se 
demuestra que la cepa parental muestra una excelente conversión del catecol, sin 
embargo, esto no se tradujo en la formación de biomasa o PHA, por lo que se especula 
que el carbono se está perdiendo a través de la vía orto-catecol en forma de cis, cis-
muconato (Van Duuren et al., 2012). La adición de fenol, disminuyó totalmente la 
coloración oscura, y por ende, la acumulación de catecol. Deduciéndose que el fenol 
provocó la activación de la vía meta-catecol a través de la actividad enzimática de 
C23O (Muller et al., 1996).  
 
La mutante doble con ausencia de la ruta orto-catecol, permitió dilucidar de 
mejor forma el potencial de la ruta meta-catecol para la formación de PHAs. En donde, 
la conversión del catecol tuvo un rendimiento muy bajo, visualizado por la alta 
acumulación de éste. Los niveles de biomasa residual y PHAs superaron a la cepa 
parental, obteniendo 0,62 (g/L) de biomasa,  alcanzando el 21% de su peso con 0,17 
(g/L) de biopolímero. Esto sugiere, que la presencia de la enzima catecol dioxigenasa 
(C23O) no es capaz de convertir la totalidad del catecol, sin embargo, las producciones 
de biomasa y PHAs incrementaron con respecto a la cepa parental. Esto demuestra 
entonces, que la vía meta-catecol presenta una menor pérdida de carbono que se 
traduce en un flujo mayor hacia la producción de biomasa y PHAs. La adición de fenol 
en este caso, no activo de ninguna forma la ruta meta-catecol, puesto que se 
encontraba totalmente activa.   
 
Con respecto a la cepa mutante simple ΔcatA, ésta no presentó acumulación 
visual de catecol con benzoato como única fuente de carbono. La formación de 
biomasa residual, iguala a la cepa parental con 0,59 (g/L). En cambio, la producción de 
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PHAs se superó, alcanzando un 25% de peso con 0,20 (g/L) de biopolímero. Estos 
resultados sugieren una alta conversión de catecol, la cual fue regulada por la única 
enzima C12O presente de la ruta orto-catecol, como asimismo fue reportado en 
estudios anteriores (Jiménez et al., 2014), en donde CatA2 actúa como una válvula 
reguladora. El flujo del carbono pudo haber estado dirigido principalmente hacía la vía 
meta-catecol, puesto que se ha reportado que la enzima CatA2 presenta un baja tasa 
de conversión del catecol (Jiménez et al., 2014), por lo que la única forma de obtener 
tales resultados pudo haber sido a través de la utilización de las dos vías metabólicas. 
La adición de fenol aumentó levemente la coloración, lo que se traduce en que no hubo 
activación de la ruta meta-catecol. Asumiendo que la enzima C23O se encontraba 
saturada, esto reflejaría una pequeña acumulación de catecol.  
 
Finalmente, la cepa mutante simple ΔcatA2 presentó una muy baja conversión 
de catecol con benzoato como única fuente de carbono. No obstante, la producción de 
PHAs incrementó considerablemente, alcanzando un 32% de peso con 0,24 (g/L) de 
biopolímero. Tal producción fue realizada con tan solo 0,50 (g/L) de biomasa residual, 
por lo que se obtuvo el mayor rendimiento de biomasa residual sobre PHAs, 
alcanzando 0,47 (g/g). Las bajas conversiones del catecol en la mutante con ausencia 
de CatA2, nuevamente demostraron que la enzima C12O de la ruta orto-catecol, es la 
válvula reguladora del proceso.  Esta ausencia, permitió una desregulación del sistema 
a nivel de catecol, permitiendo la disponibilidad del compuesto catecol en todo el 
proceso. Este cambio, pudo haber sido suplido con el aumento de la actividad C23O 
presente de la vía meta-catecol (PhlH), por esta razón, hubo una mayor producción de 
PHA en el proceso. Como se ha reportado en estudios anteriores, la ausencia de la 
válvula reguladora CatA2, incrementa la actividad enzima de C23O, dirigiendo el flujo 
de carbono principalmente por la vía meta-catecol (Jiménez et al., 2014). A la vez, un 
mayor estrés por la presencia de catecol en el medio de cultivo, hizo que el 
metabolismo reservará una mayor cantidad de carbono en forma de PHAs. La baja 
formación de biomasa residual, sugiere una baja actividad de degradación orto-catecol 
o una pérdida de carbono a través de la acumulación de cis, cis-muconato (Van Duuren 
et al., 2012). En este caso, la adición de fenol disminuyó levemente la coloración 
oscura, demostrando una pequeña activación de la vía meta-catecol, sin embargo, la 
acumulación visual de catecol fue persistente. Una medición más exhaustiva, por 
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ejemplo, a través de HPLC, permitiría analizar con precisión y detalle cada uno de las 
pérdidas de carbono presentes en el metabolismo (experimentos en curso). 
 
La producción de PHAs con el aumento de la concentración de benzoato de 
sodio a 20 mM, presentó las mismas tendencias de coloración que en la concentración 
anterior, pero con una mayor intensidad.  Por lo que se deduce, que el incremento de la 
concentración de carbono es proporcional a la acumulación de catecol en los cultivos. 
Los niveles de formación de biomasa aumentaron en todos los casos, sin embargo, las 
acumulaciones y concentraciones volumétricas de PHA se mantuvieron por debajo del 
22% de peso con 0,18 (g/L) de biopolímero (Figura 15, Tabla 3). Esta mayor 
producción fue obtenida por la cepa parental, sin superar en ninguno de los casos las 
producciones descritas anteriormente con 15 mM de benzoato de sodio. Los fenotipos 
de coloración se mantuvieron similares en las distintas cepas H, por lo que las 
disminuciones en las productividades de ambas cepas mutantes simples se atribuyen a 
saturaciones de las enzimas por una alta presencia de catecol, que podría haber 
afectado la viabilidad celular (Schweigert et al., 2001).  
 
En esta concentración de benzoato (20 mM) con la doble mutante, se logra 
apreciar el potencial de la vía meta-catecol en altas concentraciones de carbono, en 
donde los parámetros fisiológicos son prácticamente igualados a la cepa parental, con 
tan solo la actividad enzimática de C23O para la conversión del catecol. En ambas 
concentraciones de producción de PHAs, se utilizó la adición de fenol como inductor de 
la vía meta-catecol, esperando obtener una mejoría en los rendimientos, sin embargo, 
se demostró que disminuyen los parámetros de crecimiento y producción en todas las 
cepas estudiadas. Más estudios son requeridos para determinar la función que cumple 
el fenol realmente en el metabolismo de P. putida H. Por último, de acuerdo a los 
resultados de acumulación y concentración de PHA, se determinó que la 
suplementación con 15 mM de benzoato de sodio como única fuente de carbono y 
energía, fue la condición más prometedora para la producción de PHAs en P. putida H.  
 
 
La escalabilidad del proceso a nivel de laboratorio se realizó en un biorreactor de 
2,5 L (Figura 17), suplementado con 15 mM de benzoato de sodio como única fuente 
de carbono y energía. Las variables controladas de difusión de oxígeno en el proceso, 
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aseguraron cofactores (O2) claves para la conversión del catecol (Comte et al., 2013). 
Esto repercute en el correcto funcionamiento de las catecol dioxigenasas en las vías, 
permitiendo un incremento en la formación de biomasa en las diferentes cepas H.  
 
Dentro de la producción de PHA, el contenido porcentual de biopolímero se 
redujo levemente en las variadas cepas, lo que se pudo haber evitado con un mayor 
tiempo de cultivo en los reactores. La concentración de PHA, se mantuvo o incremento 
para todas las mutantes, obteniendo considerables aumentos con respecto a la cepa 
parental. La cepa mutante knockout simple ΔcatA2, al igual que en matraz resultó ser la 
más prometedora, alcanzando la formación de 1 (g/L) de biomasa y produciendo 0,25 
(g/L) de PHA, incrementando en un 84% la formación de biopolímero con respecto a la 
cepa parental (Tabla 4). Similares resultados de producción de PHA han sido 
reportados en los primeros estudios descritos en KT2440 suplementada con APL, un 
sustrato enriquecido de lignina (Linger et al., 2014). No obstante, al igual que en el 
estudio con APL, se evidenció acumulación o pérdida de carbono a través de catecol o 
cis,cis-muconato, por lo que se podría reducir a través de estrategias como ingeniería 
de enzimas, que aumenten la actividad enzimática de PhlH o estrategias de 
fermentación ya utilizadas que regulen las cantidades de catecol disponible como el 
proceso de pH-stat (Van Duuren et al., 2012). Esto podría incrementar las 
productividades y acumulaciones de PHA para su posterior desarrollo y escalabilidad a 
nivel producto, a partir de sustratos derivados de lignina. 
 
Finalmente la producción de PHAs tiene amplia variedad de mercados, dentro de 
los que se encuentran aplicaciones que abarcan desde pequeños a grandes 
volúmenes. Por ejemplo, estudios han utilizado estos bioplásticos en estado puro o 
mezclados, para la formación de revestimientos, películas, materiales biomédico e 
inclusive han sido utilizados para suministrar fármacos de forma controlada (Meng y 
Chen., 2017). En la utilización de estos biopolímeros es importante considerar la 
extensión de la cadena lateral, la cual le confiere propiedades únicas a la estructura. 
Los PHA de cadena media presentan una muy reducida temperatura de fusión y de 
transmisión vítrea, además presentan un alto grado de cristalinidad a consecuencia de 
los porcentajes de composición de los monómeros presentes (Rai et al., 2011).  
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Los PHA obtenidos en esta tesis presentaron similares composiciones en todas 
las condiciones, siendo el monómero 3-hidroxidecanoato (C10) el que se encontró 
principalmente presente, por sobre el 70% del porcentaje relativo (Tabla 5). Tal 
composición se relaciona similarmente otros mcl-PHA en estudios realizados en 
KT2440 con fuentes de carbono como ácidos grados (Huijberts et al., 1992) o 
derivados de la lignina (Linger et al., 2014). En este sentido, el alto porcentaje de 
monómeros de cadena media, permite la formación de un biopolímeros con mejores 
propiedades de extensibilidad y punto de quiebre (Zinn y Hany, 2005).  
 
Otras aplicaciones como la despolimerización de mcl-PHAs, por degradación 
térmica o mediante enzimas despolimerazas extracelulares (Saeki et al., 2005; Sato et 
al., 2012), podrían eventualmente generar monómeros para la producción de una serie 
de químicos de valor agregado (Cukalovic y Stevens, 2012) o combustibles de 
hidrocarburos completamente desoxigenados (Linger et al., 2014). Más aún, las 
longitudes de los mcl-PHA entran en el rango de combustibles a chorro (C8-C16) y 
diésel (C8-C21), lo que es realmente prometedor puesto que el consumo de 
combustible para vehículos pesados y líneas aéreas crece exponencialmente (Linger et 
al., 2014).  
 
Todas estas tecnologías podrían reducir el desbordado uso de los plásticos 
sintéticos derivados del petróleo, a través de la contribución de procesos cíclicos en 
donde la utilización de residuos industriales de lignina no valorizados, pueden ser 
convertidos a mcl-PHA por acción biológica, que luego volverán al ciclo mediante la 
degradación del bioplástico por la acción microbiana en el suelo o agua. La integración 
de este recurso renovable como la lignina, junto con distintas adaptaciones de los mcl-
PHA podrían reducir considerablemente las dependencias de los productos derivados 
del petróleo, que  son una fuente limitada no renovable. 
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9 Conclusiones. 
 
La correcta utilización del sistema I-SceI, permitió desarrollar por primera vez  
deleciones genéticas en P. putida H, generando las mutantes knockout ΔcatA1, ΔcatA2 
y ΔcatA1-2.  
 
 La determinación de los parámetros fisiológicos y fenotípicos en condiciones 
estándares en las cepas bacterianas, demostraron que las deleciones genéticas no 
afectaron la cinética de crecimiento, la formación de biomasa, los rendimientos de la 
misma biomasa sobre sustrato y las tasas específicas de crecimiento, con respecto a la 
cepa parental. Además, la ausencia del metabolito HMS en todos los cultivos, sugirió 
que la vía meta-catecol codificada en el plásmido pPGH1 no presentaba una pérdida 
de carbono. 
 
La determinación de los parámetros fisiológicos y fenotípicos en condiciones de 
producción de PHAs en las cepas bacterianas, determinaron que la propicia 
concentración de carbono para maximizar la producción de biopolímeros fue de 15 mM 
de benzoato de sodio, en donde la cepa mutante knockout simple ΔcatA2 obtuvo los 
resultados más prometedores en términos de productividad de biopolímeros, 
alcanzando un 32% de acumulación en peso seco total de la célula con 0,24 (g/L) de 
PHA. Sin embargo, las pérdidas de carbono asociadas a la baja conversión del catecol, 
evidencian que en este punto del metabolismo se encuentra la reacción limitante, por lo 
que estrategias que disminuyan esta pérdida, podrían alcanzar mayores rendimientos 
en cuanto a la producción de PHAs. La caracterización monómerica de los PHAs, 
demostraron en todos los casos cadenas poliméricas sobre 8 carbonos de largo, con 
un mayor contenido del monómero 3-hidroxidecanoato (C10) en su cadenas, 
confirmando de este modo, una biosíntesis de PHA de cadena media (mcl-PHA). 
 
Finalmente la producción de PHA en biorreactor se realizó exitosamente con la 
concentración más prometedora de 15 mM de benzoato de sodio como única fuente de 
carbono y energía. Todas las cepas incrementaron la producción de PHAs con 
respecto a la cepa parental, en donde nuevamente la cepa mutante knockout simple 
ΔcatA2 obtuvo la producción más alta de biopolímero, incrementando en un 84% con 
0,25 (g/L) de PHA. Sin embargo, aún se está lejos de las productividades y 
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concentraciones viables para que dicho producto resulte rentable, por lo que 
eventualmente la optimización de las condiciones de cultivo, la ingeniería de enzimas o 
la sobreexpresión del gen relacionado a la conversión del catecol, podrían ser 
estrategias claves para aumentar las producciones de mcl-PHAs en P. putida H. 
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11 Anexo 
 
 
 
Figura S1. Organización genética del vector comercial pJET1.2/blunt. Posee un replicón (rep) del 
plásmido pMBI responsable de la replicación de pJET1.2. El gen bla codificando una  Β-lactamasa, le 
confiere resistencia a la ampicilina (Ap
R
), el gen eco47IR, le permite la selección positiva del plásmido 
recombinante. El promotor PlacUV5 esta modificado, para la expresión del gen eco47IR a un nivel 
suficiente para permitir la selección positiva del plásmido recombinante. El promotor PT7  de RNA 
polimerasa, le permite la transcripción in vitro de la inserción clonada. Finalmente, posee un sitio de 
múltiple clonamiento, con extremos romos para la ligadura del inserto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura S2. Alineamiento de genes por el programa BioEdit Sequence Alignment Editor. A) Gen 
catA B) Gen catA2. 
 
 
                                                                                           
 
A 
B 
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Figura S3. Organización genética de los vectores utilizados para la generación de las cepas 
mutantes knockout. A) El vector pEMG de resistencia a kanamicina,  se caracteriza por su origen de 
replicación R6K que lo hace dependiente de proteína π en el hospedero, además posee un sitio de 
múltiple clonamiento (MCS) flanqueado por sitios I-SceI incorporados dentro del segmento lacZα y 
finalmente presenta funciones de movilización conjugativa (traJ, oriT). B) El vector pSW-I de resistencia a 
ampicilina, se caracteriza por presentar codificada la enzimas I-SceI con un promotor Pm inducible por 
XylS en presencia de 3-metilbenzoato (3MB), para evitar la transcripción de lectura posee un terminador 
transcripcional (T). Su origen de replicación oriRK2 / trfA lo capacita para replicarse en una amplia 
variedad de organismos unicelulares, también posee un origen de transferencia (oriT). 
 
 
 
 
Figura S4. Acumulación de intermediarios metabólicos coloreados del catabolismo de 5 mM de 
benzoato después de 8 horas de cultivo, en distintas cepas de P. putida KT2440 y mt-2. A) P. 
putida KT2440 y cepas mutantes ΔcatA, ΔcatA2 y ΔcatA ΔcatA2, obsérvese los pigmentos oscuros 
acumulados como resultado de la oxidación espontánea y la polimerización del catecol. B) P. putida mt-2 
y cepas mutantes ΔcatA, ΔcatA2 y ΔcatA ΔcatA2, obsérvese la pigmentación amarilla correspondiente a 
la acumulación de HMS después de 4 horas de cultivo. Figura de Jiménez et al., 2014. 
 
 
 
 
